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$0mmaire
La biosynthèse de l’acide rétinoïque (AR) in vivo est un sujet de pointe depuis la
découverte des récepteurs de l’acide rétinoïque, RAR et RXR. Il est bien connu
que RAR peut lier les isoformes tout-trans et 9-cis, et que RXR ne peut lier que
l’isomère 9-cis. Cependant, très peu de données sont disponibles sur la
biosynthèse de l’AR dans les tissus. Les enzymes impliquées dans la production
d’AR à partir du rétinal (RÀL) sont les rétinaldéhydes déshydrogénases
RALDH1, 2, 3 et 4. RALDH1 est une enzyme hautement conservée parmi les
espèces, mais son patron d’expression et son activité catalytique pour les
différents substrats de rétinals sont variables.
Afin de mieux étudier la synthèse de l’AR dans un système cellulaire, nous avons
cloné et caractérisé une RALDH1 provenant de la lignée cellulaire JTC-12,
cellules du tubule proximal de rein de singe. L’enzyme présente 98,6% d’identité
avec la séquence d’acides aminés de la RALDH1 humaine et partage 85,6% et
86,2% d’identité avec les séquences des RALDH1s de rat et de souris,
respectivement. Des études enzymatiques ont été effectuées sur l’enzyme
purifiée. La RALDHY de singe, comme les RALDH1s des autres espèces,
catalyse les tout-trans et 9-cis RAL avec une préférence pour l’isomère 9-cis.
Comme la RALDHÏ humaine, l’enzyme peut également oxyder le rétinal l3-cis.
Nous avons étudié la production d’AR dans les cellules JTC-12. Nous n’avons
observé aucune isomérisation de l’AR dans les cellules, suggérant qu’in vivo il
n’y a aucune activité d’isomérase et que la présence d’une isoforme provient de
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l’oxydation de sa forme aldéhyde et non d’une isomérisation à partir d’un autre
acide.
Il est bien établi que l’AR tout-trans est impliqué dans le développement en liant
les RARs pour réguler la transcription de gènes. Cependant, il reste à déterminer
si l’AR 9-cis est actif biologiquement et est impliqué dans le développement in
vivo. Le laboratoire du Dr Bhat a généré des enzymes RALDH1s chimériques à
substrats spécifiques, RALDH- 131 et PB- 131. Ces enzymes ont été caractérisées
précédemment à partir d’extraits bactériens. Nous avons purifié les enzymes et
confirmé leur activité enzymatique spécifique pour les isomères tout-trans
(RALDH- 131) et 9-cis (PB- 131) du rétinal. Nous avons par la suite étudié, dans
un modèle cellulaire, la synthèse d’AR par ces chimères. Les cellules HeLa
surexprimant l’enzyme RALDH-13 1 ne catalysent que l’oxydation du tout-trans
RAL et lorsque l’enzyme PB-131 est surexprimée, il n’y a oxydation que de
l’isomère 9-cis. Ces données sont la base pour d’éventuelles études sur le
métabolisme de l’AR à l’aide de souris transgéniques.
Mots clés rétinal, acide rétinoïque, rétinaldéhyde déshydrogénase, métabolisme
des rétinoïdes, isomères
VAbstract
The biosynthesis of retinoic acid (RA) has been intensively researched since the
discovery of retinoic acid receptors (RAR) and retinoid X recptors (RXR). It is
well known that all-trans and 9-cis RA can bind to RAR and that RXR can only
bind 9-cis RA. However, littie is known about RA biosynthesis in tissues. The
enzymes involved in the production of RA from retinal are the retinaldehyde
dehydrogenases RALDH1, 2, 3 and 4. RALDH1 is an enzyme highly conserved
among species but with variability in its expression pattem and substrate
specificity.
b study the synthesis of RA in a cellular model, we have cloned and
characterized a RALDH1 from the ceil une JTC-12, derived from monkey tubular
proximal kidney ceils. The enzyme shares 98,6% identity with the amino acid
sequence of human RALDH1 and shares 85,6% and 86,2% identity with the
amino acid sequence of rat and mouse, respectively. Enzymatic studies have been
done on recombinant purified enzyme and the monkey RALDH1 can, as in other
species, catalyze the oxidation of all-trans and 9-cis RAL with a marked
preference for 9-cis. It can also oxidize the 13-cis RAL as for the human enzyme.
We have studied RA production in JTC-12 celis. We did not observed any
isomerisation of the RA produced suggesting there is no isomerase activity in vivo
and that the isomer produced comes from the oxidation of the corresponding
aldehyde.
It is well established that alÏ-trans RA is involved in developmental processes by
binding the RARs and regulating gene transcription. However, it is not clear if 9-
vi
cis RA is effective in vivo. Dr Bhat’s lab lias previotisly generated chimeric
RALDH1 with restricted substrate specificity, RALDH-131 and PB-131. Those
enzymes had been characterized from crude bacterial extracts. Here, we have
characterized the pure enzyme and confirm the previous data on their specific
enzymatic activity for all-t,’ans (RALDH-131) and 9-cis (PB-131) RAL. We have
then studied the RA syntliesis by these chimeras in celis. The HeLa ceils
overexpressing RALDH-131 oxidized only all-trans RAL and the ceils
overexpressing PB-131 were only able to catalyze oxidation of 9-cis RAL. These
data are a good basis for future studies on RA metabolism in transgenic mice.
Key words: retinal, retinoic acid, retinaldehyde dehydrogenase, retinoid
metabolism, isomers
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7Introduction
La vitamine A est un métabolite essentiel à l’organisme, impliqué dans plusieurs
processus allant de la reproduction et le développement, à la vision, en passant par
le système immunitaire et la regénération épithéliale. Le principal élément actif
de la vitamine A est l’AR qui peut lier les récepteurs RAR et RXR afin de réguler
la transcription de gènes. L’acide rétinoïque est produit à partir du rétinol, suite à
deux étapes oxydatives. La première oxydation est réversible et catalysée par des
enzymes des familles alcool déshydrogénases et déshydrogénases/réductases à
courtes chaînes. La deuxième oxydation est irréversible et catalysée par les
aldéhydes déshydrogénases. La grande famille des aldéhydes déshydrogénases
comprend une classe spécifique d’enzymes qui catalysent l’oxydation du rétinal
en acide rétinoïque, ce sont les rétinaldéhydes déshydrogénases dont fait partie
l’enzyme RALDH1.
1.1 La vitamine A
Dans l’ancienne Égypte, le syndrome de perte de vision nocturne était traité par
l’ingestion d’huile de foie de morue (Moore, 1957). Maintenant, il est connu que
ce syndrome découlait d’une déficience en vitamine A. La prise d’huile de foie
de morue, très riche en vitamine A permettait de traiter le syndrome. La vitamine
A a d’abord été identifiée comme une substance liposoluble importante pour la
croissance des rats (McCollum et Davis, 1913). En 1931, Karrer et coll. ont
déterminé la structure chimique du rétinol (ROL). Par la suite, plusieurs aspects
3de la vitamine A comme sa structure, ses propriétés physico-chimiques, son
métabolisme, sa physiologie ainsi que sa synthèse n’ont pas cessé d’être étudiés.
La structure chimique de la vitamine A comprend un cycle 13-ionone, une queue
isoprénoïde et un groupement polaire terminal qui varie selon l’état d’oxydation
de la molécule, un groupement hydroxyle pour le rétinol (ROL), aldéhyde pour le
rétinal (RAL) et carboxyle pour l’acide rétinoïque (AR) (figure 1.1). La
conformation de la queue isoprénoïde donne des composés isomères ayant les
mêmes propriétés chimiques, mais elle affecte la polarité de la molécule et
l’absorbance optique. Les isomères les plus connus sont le tout-trans, le 9-cis, le
11 -cis et le 1 3-cis. Les rétinoïdes sont sensibles à la lumière et à la chaleur qui
peuvent affecter la stabilité de la molécule et conduire à son isomérisation en
isomère plus stable.
cH Rtino1 ou vitamine A
Rétina!
cïqueitOUt-unflS)
Acide 9-cis-rétinoîue
Er
&OH
Figure 1.1 Structure chimique des rétinoïdes (www.pharmacorama.com)
4Le terme vitamine A comprend les molécules autres que les caroténoïdes qui
possèdent une activité biologique, tandis que le terme rétinoïde comprend les
dérivés, naturels ou synthétiques, du ROL ayant ou non une activité biologique
(Spom et coil., 1984). Les implications de la vitamine A sur l’organisme sont
nombreuses et variées (Figure 1.2). Les rétinoïdes sont impliqués dans le
développement de l’embryon (Ross et coll., 2000) ainsi que dans la
différenciation cellulaire (Rosenthal et coll., 1994). On retrouve aussi des effets
de la vitamine A dans le système immunitaire (Ross et coil., 1994), la
régénération des tissus épithéliaux de divers organes (McCullough et coll., 1999),
le traitement de certains cancers (Lotan, 1996) et bien sûr la vision (Saari, 1999).
Une carence ou un excès en vitamine A peut avoir des conséquences néfastes sur
l’organisme. Une régulation de l’homéostasie des rétinoïdes est donc essentielle.
I I
Figure 1.2: Implications de la vitamine A chez l’humain (Ross et coil., 2000).
D1.1.1 La déficience en vitamine A
La déficience en vitamine A constitue un problème mondial de santé,
particulièrement chez les enfants d’Asie, d’Amérique du sud et d’Afrique où
l’alimentation est pauvre en carotène. Cette carence se traduit surtout par des
troubles de la vision nocturne. La xérophtalmie, une conséquence du manque de
vitamine A, est utilisée comme marqueur de cette carence (McLaren and Frigg,
2002). Le système immunitaire est aussi diminué par une carence en vitamine A.
La mortalité suite à la rougeole est plus marquée dans les pays où le manque de
vitamine A est flagrant. Une hypovitaminose A entraîne, chez le foetus, des
malformations au niveau des systèmes cardiovasculaire, respiratoire, uro-génital,
des membres et du cerveau. Lorsque la déficience est extrême, il peut même y
avoir mort de l’embryon.
1.1.2 L’hypervitaminose A
À l’inverse, un excès de vitamine A a aussi de graves conséquences sur
l’organisme. Ce problème affecte plus particulièrement la population nord
américaine où les suppléments vitaminiques sont disponibles. Chez l’embryon,
l’hypervitaminose aura des effets tératogènes affectant les membres, les structures
crânio-faciales et le coeur. Chez l’enfant et l’adulte, l’excès de vitamine affectera
la pression du liquide céphalo-rachidien entraînant de la fatigue, des maux de tête
et de la fièvre.
61.2 Le métabolisme de la vitamine A
La vitamine A provient de plusieurs sources alimentaires. Chez les animaux
supérieurs comme l’homme, les rétinoïdes proviennent de la diète et ne peuvent
être synthétisés de novo. La vitamine A est retrouvée notamment chez les
végétaux sous forme de caroténoïdes possédant une activité de provitamine A,
tandis que chez les animaux, elle se présente sous forme d’esters de rétinol (ER),
d’un peu de ROL et en moindre quantité d’AR. Le métabolisme de la vitamine A
est un processus complexe comprenant l’ingestion, l’emmagasinage, l’oxydation
en métabolites actifs et l’élimination (Figure 1.3).
Figure 1.3 : Métabolisme de la vitamine A (Labrecque et coÏl., 1997)
7Une fois ingérés, les rétinoïdes d’origine végétale sont absorbés directement dans
le duodénum où ils sont oxydés par l’enzyme carotène-15,15’-dioxygénase pour
donner deux molécules de rétinal, réduites à leur tour par une rétinaldéhyde
réductase pour former le ROL (During et coll., 1998). Les esters de rétinol
d’origine animale sont hydrolysés en ROL par une rétinyl-ester hydrolase
(Labrecque et coll., 1997). Le ROL, ingéré ou nouvellement produit, est estérifié
dans les entérocytes par l’enzyme lécithine-rétinol acyltransférase (LRAT)
(Collins et Mao, 1999). Il y a empaquetage des ER dans les chylomicrons qui
sont acheminés au foie par le système lymphatique. Dans le foie, des enzymes
rétinyl-ester hydrolases transforment les ER de nouveau en ROL, qui est ensuite
emmagasiné dans les cellules stellaires hépatiques (cellules Ito) sous forme d’ER
dans des gouttelettes lipidiques. Le ROL est recyclé de sept à 13 fois, c’est-à-dire
hydrolysé, sécrété, estérifié, emmagasiné, avant son utilisation finale. Lorsque
sécrété dans la circulation, le ROL est lié à la «retinol-binding protein » (RBP) et
associé à la protéine transthyrétine (TTR) (Labrecque et colL, 1997). La TTR
servirait à prévenir la filtration glomérulaire du complexe ROL-RBP. Le
complexe ROL-RBP-TTR est intemalisé dans les cellules cibles (Collins et Mao,
1999). Le processus par lequel le rétinol traverse la membrane cytoplasmique n’a
pas encore été élucidé. Deux mécanismes sont proposés, un récepteur
membranaire reconnaissant le complexe ROL-RBP-TTR pourrait intervenir dans
l’intemalisation, ou encore il y aurait diffusion du rétinol à travers la membrane
cellulaire (Gottesman et col!., 2001). Dans les tissus cibles, il y a production
d’une forme active de la vitamine A, l’acide rétinoïque. Deux étapes d’oxydation
8sont requises pour obtenir de l’AR à partir de rétinol. La première étape est
réversible et fait intervenir certains membres de la famille des alcools
déshydrogénases, les rétinol déshydrogénases (RDH) (Duester, 2000). La
seconde réaction enzymatique est irréversible et catalysée par les rétinaldéhydes
déshydrogénases (RALDH), membres de la grande famille des aldéhydes
déshydrogénases (Duester, 2000). L’AR peut, une fois synthétisé, être utilisé
comme ligand des RAR et RXR. Une fois lié à des protéines cellulaires, le rétinol
et ses dérivés, le rétinal et l’AR, deviennent solubles (Gottesman et coll., 2001).
Ces molécules sont les «cellular retinol-binding protein» (CRBP), type I et II, et
les «cellular retinoic acid-binding protein» (CRABP), type I et II. Cette
association avec une protéine leur permet également d’être un substrat de plus
haute affinité pour les enzymes impliquées dans la production d’AR (Collins et
Mao., 1999). Plusieurs effets pathologiques sont associés avec une trop grande ou
une trop faible quantité d’AR (calcification des tissus mous, toxicité et
xérophtalmie, immunodéficience, respectivement) d’où l’importance d’une
régulation précise de la production d’AR (Collins et Mao, 1999). La dégradation
de l’AR en métabolites polaires est primordiale. Des hydrolases CYP 26, de la
famille des cytochromes P450, catalysent l’oxydation de l’AR en composés
hydrosolubles, les 4-hydroxy AR, 4-oxo AR et 1 8-hydroxy AR (White et coil.,
1996). À l’aide de l’enzyme UDP-glucuronosyl-transférase (UGT), l’AR est
également conjugué à un acide glucuronique hydrophilique permettant ainsi la
détoxification de l’AR et son élimination (Gestl et colI., 2002). Cependant, les
dérivés glucuroniques de l’AR sont aussi des métabolites actifs de la vitamine A.
9Il est important de souligner qu’ils ne sont pas toxiques et n’ont pas d’effet
tératogène sur l’organisme (Barua, 1997).
1.3 Les protéines de transport des rétinoïdes
Il exsite plusieurs protéines impliquées dans le transport des rétinoïdes, autant au
niveau intracellulaire qu’intercellulaire dans le plasma. Le ROL est couplé à la
«retinol-binding protein» (RBP) pour son transport dans le sang jusqu’aux
cellules cibles. Dans les cellules, le ROL, le RAL et l’AR vont se lier à des
protéines cellulaires qui les solubilisent, augmentant leur affinité comme substrat
(McLaren et Frigg, 2002). Elles jouent aussi un rôle de protection en liant le ROL
libre car ce dernier, en excès, peut déstabiliser la structure membranaire et affecter
sa fonction (Blomhoff, 1994). Ces protéines sont les «cellular retinol-binding
protein» (CRBP), de type I et II, et les «cellular retinoic acid-binding
protein »(CRABP), de type T et II (Gottesman et col!., 2001). Elles font partie
d’une famille, hautement conservée chez les mammifères, de protéines
cytosoliques liant de petits ligands hydrophobiques comme les rétinoïdes (Ong et
coli., 1994).
1.3.1 La protéine de liaison du rétinol
La «retinol-binding protein» (RBP) est une protéine qui lie le ROL dans le foie
pour son transport dans le plasma jusqu’aux cellules cibles, c’est le seul
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transporteur spécifique dans la circulation (Gottesman et coIl., 2001). Elle a un
poids moléculaire de 21 kDa et sa structure comprend une longue chaîne
polypeptidique contenant un site de liaison pour le rétinol (Collins et Mao, 1999).
La RBP, couplée à la transthyrétine, est synthétisée dans le foie où elle lie le ROL
pour ensuite l’acheminer aux cellules. Ce complexe RBP-ROL-TTR, de $0 kDa,
sert principalement à éviter la filtration glomérulaire du RBP-ROL. La RBP est
capable de solubiliser le ROL grâce à sa poche hydrophobe. Des souris
déficientes en RBP ont été générées. Ces souris transgéniques sont viables et
fertiles, mais leur niveau de rétinol dans le sang est plus bas et leur réserve dans le
foie plus élévée. A leur naissance, elle souffrent également de troubles de la
vision pendant quelques mois (Quadro et coll., 1999). Une étude chez des soeurs
ayant une mutation dans le gène RBP, ainsi que des niveaux sanguins très faibles
en RBP, a mis en évidence, chez ces personnes, des troubles de vision nocturne
sans aucun autre symptôme associé à une déficience en vitamine A (Seeliger et
col!., 1999). Il semblerait, selon les études réalisées chez ta souris et l’humain,
que la RBP serait essentielle pour la mobilisation du ROL dans le foie lorsque la
diète est insuffisante en vitamine A (Noy, 2000). D’autres mécanismes
approvisionneraient les cellules en rétinoïdes de différentes formes. Ces
différentes formes sont : 1) l’AR libre dans la circulation, 2) les ER dans les
chylomicrons et dans les fantômes de chylomicrons, 3) les métabolites polaires
glucuroniques du rétinol et de l’AR, et 4) les provitamines A comme les
caroténoïdes qui peuvent être convertis directement dans les tissus en rétinol ou
en acide rétinoïque (Gottesman et coIl., 2001).
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1.3.2 Les protéines de liaison du rétinol cellulaire
Les «cellular-retinol binding proteins » (CRBP) I et II partagent 56% d’identité et
peuvent interagir avec le tout-trans ROL et le tout-trans RAL (Noy, 2000).
CRBP I a cent fois plus d’affinité pour le ROL que CRPB II et leur affinité pour
le RAL est similaire (Noy, 2000). Leur distribution tissulaire est spécifique à
chacune des protéines (Noy, 2000). La CRBP de type I est exprimée dans
plusieurs tissus, autant chez l’embryon que chez l’adulte (Ghyselinck et coli.,
1999), avec une abondance particulière dans le foie, les reins, les poumons et les
organes reproducteurs (Noy, 2000). En ce qui concerne la CRPB II, son
expression chez l’adulte se limite au petit intestin dans les entérocytes matures des
villosités de l’épithélium mucosal. Chez l’embryon, elle est présente dans
l’intestin, mais aussi dans le foie, de manière transitoire (Noy, 2000). La CRBP I
a plusieurs fonctions, elle présente le rétinol à l’enzyme LRAT pour
l’estérification de la vitamine A, solubilise les rétinoïdes, favorise l’oxydation du
rétinol et du rétinal par les rétinol déshydrogénases et les rétinal déshydrogénases,
respectivement (Collins et Mao, 1999). Elle semblait essentielle au métabolisme
du rétinol jusqu’à l’étude de souris déficientes pour ce gène. Les souris mutantes
sont viables, fertiles, leur espérance de vie est normale et elles ne démontrent
aucune anomalie caractéristique d’une déficience en AR lors de la vie
embryonnaire (Ghyselinck et coll., 1999). Cependant, une réduction notable est
observée dans les réserves d’esters de rétinol du foie. Cette diminution serait due
au fait que l’estérification du rétinol par l’enzyme LRAT n’est pas aussi efficace
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avec le rétinol libre qu’avec le rétinol lié au CRBP I (Ghyselinck et coll., 1999).
Les souris avec une diète suffisante en vitamine A ne présentent pas de
symptômes dus à une hypovitaminose A, contrairement à celles dont la diète est
déficiente en vitamine A. Ces dernières écoulent leur réserve d’ER au bout de
cinq mois et développent par la suite des anomalies caractéristiques d’un
hypovitaminose A post-natale (Ghyselinck et colI., 1999). Il est à noter que le
développement normal des souris mutantes n’est pas dû à une redondance de
l’expression de CRBP II puisque le patron d’expression tissulaire de la protéine
CRBP II est le même pour les souris sauvages et mutantes (Ghyselinck et cou.,
1999). La seule différence est le niveau d’expression de CRBP II, plus élevé dans
certaines cellules, probablement à cause d’une induction de la transcription du
gène de CRBP II par l’AR et le gène RARI32 (Ghyselinck et coll., 1999). La forte
présence de CRBP II dans les intestins suppose que la protéine serait
principalement impliquée dans les étapes initiales de l’absorption de la vitamine
A. D’ailleurs le complexe CRBP Il-ROL, comme CRBP 1-ROL dans le foie,
serait un substrat de haute affinité pour l’enzyme LRAT, lors de l’estérification du
ROL, comparativment au ROL libre (Noy, 2000). Ces deux CRBPs jouent un
rôle clé dans la présentation du ROL et du RAL, en limitant l’accès aux enzymes
essentielles du métabolisme de la vitamine A.
1—,
Ii
1.3.3 Les protéines de liaison de l’acide rétinoïque cellulaire
Les «cellular-retinoic acid binding proteins» (CRABP) de type I et II sont
exprimées aux niveaux embryonnaire et adulte dans plusieurs tissus (Gottesman et
col!., 2001). Néanmoins, les patrons d’expression spatiotemporaux sont
spécifiques pour chaque protéine et ne se recoupent pas (Gorry et coll., 1994).
Leur structure est très bien conservée à travers les espèces laissant présager des
fonctions essentielles chez les vertébrés (Gorry et coll., 1994). Il est suggéré que
ces protéines tamponneraient le taux d’AR libre intracellulaire en le séquestrant,
en modulant son catabolisme, afin de maintenir des concentrations tolérables pour
l’organisme (Gorry et coll., 1994). Elles seraient aussi impliquées dans le
transfert de l’AR du cytoplasme aux récepteurs nucléaires. Pour déterminer leur
rôle physiologique, des souris déficientes en CRABP I, CRABP II ou les deux ont
été générées. Dans les trois modèles de souris mutantes, les homozygotes sont
phénotypiquement normaux (Gorry et coll., 1994; Lampron et col!., 1995). Les
animaux ont un développement embryonnaire et post-natal normal, sont fertiles et
ont une espérance de vie normale. Il n’y a pas de redondance entre CRAPB I et II
ou une autre protéine encore inconnue, car le double mutant est normal et aucune
activité supplémentaire de liaison à l’AR n’a été détectée dans le double mutant
(Lampron et coll., 1995). Ces protéines sont tellement bien conservées dans
l’évolution qu’elles ont un rôle important à jouer dans le métabolisme de la
vitamine A, mais il est probable qu’il n’a pas pu être détecté à cause de
l’environnement facilité et surprotégé dans lequel les animaux de laboratoire
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vivent, ou encore, qu’il n’apporte qu’un mince avantage de viabilité (Lampron et
cou., 1995).
1.4 L’acide rétinoïque
L’AR est obtenu à la suite de deux oxydations de la vitamine A (Figure 1.4). La
première étape, réversible, est l’oxydation du rétinol en rétinal. La deuxième
oxydation est irréversible et permet la production d’AR à partir du rétinal.
Il existe plusieurs isoformes de l’AR, les plus connues étant l’acide rétinoïque
tout-trans, 9-cis et 13-cis. Les isoformes tout-trans et 9-cis (Figure 1.1, page 3)
sont d’ailleurs les ligands des récepteurs RAR et RXR. C’est grâce à ces
récepteurs que l’AR a un effet sur la régulation des gènes.
Retinol Retinal
Dehydrogenase Dehydrogenase
COH CHO JCOOH
all4rans retinol aIItrans retinaldehyde ali-trans retinoîc acid
fVitamin A) j
Cytochrome P450
Dependent
4-0x0 ali-trans retinoic acid
Figure 1.4 : Biosynthèse de l’AR (Ross et coll., 2000)
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1.4.1 La présence ut vivo des isomères 9-cis et 13-cis
Il y a controverse au sujet de la présence in vivo de certains isomères des
rétinoïdes comme l’AR 9-cis. Heyman et coll. (1992) ont démontré la présence
d’AR 9-cis dans des extraits de foie et de reins de souris adultes, pouvant se lier
au récepteur RXR. Une autre étude sur des embryons de souris n’a pas détecté
d’AR 9-cis in vivo (Horton et Maden, 1995). Selon la première étude (Heyman et
col!., 1992), 1’AR 9-cis produit proviendrait de l’isomérisation de I’AR tout-trans.
Des études d’isomérisation ont été faites et il semblerait que l’isomérisation de
l’AR tout-trans en 9-cis et 13-cis serait un processus chimique dépendant d’un
thiol et ne serait en aucun cas due à l’action d’une isomérase (Urbach et Rando,
1994a, 1994b). Différentes études supportent l’hypothèse qu’il n’y a pas
d’isomérisation des rétinoïdes (Brodeur et coll., 2003 ; Kraft et coll., 1995 ; Sass
et coll., 1999 ; Liu et cou., 1996) et plusieurs enzymes clonées sont capables de
catalyser l’oxydation des isomères 9-cis et 1 3-cis du ROL et du RAL (Duester,
2000), ce qui suggère qu’une voie de synthèse de ces isomères existerait in vivo.
Une étude récente de Lidén et Eriksson (2005) suggère la présence d’une
isomérase qui isomériserait l’ER tout-trans en ROL 9-cis, donc avant la première
oxydation de la synthèse de l’AR.
L’AR 13-cis est présent dans le plasma humain (Eckhoff et Nau, 1990) et il
jouerait un rôle de réservoir pour l’AR tout-trans en s’isomérisant en cet isomère
(Armstrong et colI., 2005). Il semblerait, cependant, que cet AR aurait d’autres
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fonctions, car les effets tératogènes observés en cas d’ excès d’AR 1 3-cis ne sont
pas tous dus à son isomérisation en tout-trans (Nau, 2001).
Plusieurs études montrent que les AR 9-cis et 1 3-cis sont actifs biologiquement
(Blaner, 2001 ; Gottardis et coll., 1996). Il est donc très probable que des voies de
biosynthèse existent pour ces isomères comme pour l’AR tout-trans.
1.5 Les enzymes impliquées dans la biosynthèse de l’AR.
Plusieurs familles d’enzymes sont impliquées dans la production d’AR à partir du
rétinol. Ce sont des enzymes hautement conservées entre les espèces et provenant
souvent d’un gène ancestral commun, laissant présager l’importance de ces
enzymes, probablement, dans la détoxification des rétinoïdes.
1.5.1 Les alcools déhydrogénases
Les alcools déshydrogénases (ADH) sont impliquées dans l’oxydation NAD
dépendante d’alcools en leur aldéhydes correspondant, comme le rétinol en rétinal
et l’éthanol en acétaldéhyde. Ce sont des enzymes cytosoliques dépendantes du
zinc avec une sous-unité d’environ 40 kDa (Duester, 2000). Comme la première
étape d’oxydation est une étape réversible, ces enzymes peuvent également
catalyser une réduction NADH-dépendante. Dans les conditions physiologiques
où le ratio NAD/NADH est d’environ 1000, on retrouve seulement l’étape
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d’oxydation (Veech 1969). Généralement, les enzymes utilisant le cofacteur
NAD(H) sont plus sujettes à oxyder in vivo, tandis que les enzymes préférant le
NADP(H) auraient une activité réductase in vivo (Duester, 2000). Chez les
vertébrés, la famille des ADHs comprend huit classes, ADH1 à 8 où les classes 1
à 7 sont NAD(H)-dépendantes, tandis que la classe 8 est NADP(H)-dépendante
(Duester, 2001). Selon les espèces, les différentes classes comprennent plusieurs
gènes, comme la classe ADH1 chez l’humain qui a trois isoformes ADH1A,
AHDYB et ADH1C. ADH1 a été la première enzyme de cette famille reconnue
pour oxyder le rétinol en rétinal (Duester, 2000). Longtemps il a été cru que cette
étape d’oxydation était présente seulement dans les cellules où l’on retrouve de
l’acide rétinoïque. Des études génétiques ont permis d’éclaircir l’implication des
différentes ADHs dans la synthèse de l’AR. Des souris déficientes pour les gènes
ADH1, ADH3 (Deltour et coll., 1999b) et ADH4 (Deltour et coll., 1999a) ont été
générées afin de mieux comprendre leur implication dans le métabolisme de l’AR.
L’expression d’ADHl et 4 est spécifique à certains tissus, tandis qu’ADH3 est
exprimée de manière ubiquitaire. L’ADH 4 est la plus efficace pour catalyser
l’oxydation du rétinol en rétinal, de plus, son expression spatiotemporale recoupe
la distribution de l’acide rétinoïque dans l’embryon, suggérant son implication in
vivo dans la production de rétinal (Deltour et coil., 1999b). L’ADH 1 peut aussi
oxyder le rétinol mais moins efficacement qu’ADH 4. Cette dernière a une
préférence pour les cis rétinol, tandis que l’ADH 1 préfère les trans rétinol
(Deltour et coll., 1999b). Les souris déficientes en ADH 4 et ADH 1 sont
normales et fertiles (Deltour et coll., 1999b). Les niveaux d’acide rétinoïque
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produit chez les mutants étaient plus faibles comparativement au sauvage, cet
effet était plus marqué pour ADH 4 qu’ADH 1 (Deltour et col!., 1 999b). ADH3 a
d’abord été associée à une oxydation du formaldéhyde, mais les études des souris
déficientes en ce gène ont démontré sa contribution au métabolisme de l’AR
(Molotkov et coil., 2002b). Son expression ubiquitaire concorde avec la présence
de rétinol et la synthèse de l’AR dans plusieurs tissus. Le double mutant nul
ADH1/ADH4 a été généré pour mieux définir le rôle de ces deux enzymes
(Molotkov et cou., 2002a). Les études démontrent qu’ADHl et ADH4 auraient
des fonctions bien distinctes et qui ne se recoupent pas. ADH1 préviendrait la
toxicité du rétinol en oxydant ce dernier (Molotkov, 2002a) qui, par la suite, est
oxydé par RALDH1 (Molotkov et Duester, 2003) conduisant à son élimination.
ADH4 interviendrait lors de déficience en vitamine A pour subvenir au
développement embryonnaire (Molotkov et coll., 2002a). Ces trois ADHs
oxydent le ROL mais chacune dans un but précis, ADH1 pour éviter
l’accumulation de ROL, ADH3 pour la biosynthèse de l’AR, et ADH4 pour la
survie de l’embryon.
1.5.2 Les déshydrogénases/réductases de courtes chaînes
Ces enzymes étaient d’abord appelées «insect-type alcohol dehydrogenase
familyx puis, par la suite, leur activité d’oxydoréductase et leur courte séquence
leur ont valu d’être renommées déshydrogénases/réductases à courte chaîne
(short-chain dehydrogenase/reductase family, SDR) (Opperman et colÏ., 2001). A
19
présent, il y a plus de 3000 SDRs provenant de plusieurs espèces et formes de vie
(Opperman et coll., 2003). Les membres de cette grande famille sont identifiés
par la présence de six motifs conservés dans leur séquence primaire (Opperman et
col!., 2001). Il y a très peu d’identité entre les différentes SDRs dans leur
séquence, soit environ 15 à 30%, cependant, au niveau de la structure
tridimensionnelle, la similiarité est très élevée comme le repliement de Rossmann,
un feuillet E entouré d’hélices x, un élément important pour la liaison du
cofacteur (Opperman et coll., 2001). Cette dernière caractéristique est typique et
commune aux oxydoréductases (Opperman et col!., 2003). Les SDRs
comprennent 250-350 résidus dont les extrémités N- et C-terminales constituent
soient des domaines transmembranaires, soient ou des signaux peptidiques, ou
encore sont impliquées dans la formation de complexes multi-enzymes. Ces
enzymes sont réparties dans diverses catégories, allant des oxydoréductases et
lyases aux isomérases (Filling, 2002). La grande majorité sont des
oxydoréductases NAD(P)(H)-dépendantes capables d’oxyder les alcools comme
le rétinol lors d’une réaction réversible. Les enzymes SDRs capables de catalyser
le rétinol sont les rétinol déshydrogénases. Les enzymes microsomales RDH1,
RDH2, RDH3, RDH4, RDH5, RDHYO, RDH1 1-14, CRAD1 (cis-retinol/3Œ-
hydroxysterol short-chain dehydrogenase), CRAD2, CRAD3 et retSDRl oxydent
le rétinol en rétinal, in vitro, mais préfèrent, dans certains cas, des stéroïdes
(Duester, 2000). RDH5 et CRAD1 ont été localisées dans le réticulum
endoplasmique (RE) attachées par deux hélices, en N-terminal et en C-terminal
avec une queue cytosolique de six à sept nucléotides, et la partie catalytique de
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l’enzyme retrouvée dans la lumière du RE (Lidén et coll., 2003). Cette queue
cytosolique aurait un rôle dans l’activité enzymatique in vivo (Tryggvason et coli.,
2001). RDH1 catalyserait le tout-trans ROL lié au CRBPI mais son efficacité
plus grande pour l’oxydation des hydroxystéroïdes l’impliquerait plus dans le
métabolisme des androgènes que dans la synthèse de l’AR (Duester, 2000).
RDH2 serait impliquée dans la réduction NADPH-dépendante du rétinal et ce en
présence du cytochrome P450 CYP2D1 (Imaoka et coll., 199$). Ces deux
protéines étant exprimées surtout dans le foie, elles joueraient un rôle dans la
réduction du rétinal en rétinol pour une éventuelle estérification de ce dernier, et
donc son stockage (Ross et coll., 2000). Les trois enzymes CRADs auraient une
fonction dans le métabolisme des stéroïdes plutôt que de l’AR même si elles sont
capables d’oxyder le ROL in vitro (Duester et coli., 2003). ret$DR1 exprimée
dans la rétine, préfère le NADP/NADPH comme cofacteur et réduit le tout-trans
RAL en tout-trans ROL. Ces données suggèrent une possible implication de cette
enzyme dans la régénération du tout-trans ROL dans le cycle visuel (Haeseleer et
coll., 199$). RDH5, RDH11 et RDHÏ2 sont les enzymes connues pour oxyder in
vivo le ROL dans le cycle visuel (Driessen et coll., 2000; Kim et coll., 2005).
Elles ont une préférence pour les isomères cis. Les RDHs impliquées in vivo dans
l’oxydation ou la réduction des rétinoïdes (ROL et RAL, respectivement),
joueraient un rôle dans le cycle visuel plutôt que dans la synthèse de l’AR.
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1.5.3 Les aldéhydes déshydrogénases
Les aldéhydes déshydrogénases (ALDH), dont le numéro, selon la nomenclature
de la commission des enzymes est le 1.2.1.3, sont des oxydoréductases
dépendantes du NAD ou du NADP. Elles font partie d’une grande famille de plus
de 555 membres allant de la bactérie aux humains (Sophos et Vasiliou, 2003). Vu
la grande variété d’ALDHs, un comité a été formé afin d’uniformiser la
nomenclature de ces enzymes (Vasiliou et coli., 1999). La racine est ALDH,
suivie d’un nombre arabe pour la famille, d’une lettre pour la sous-famille et
finalement d’un nombre pour le membre de la sous-famille, par exemple
ALDH1A1 (Vasiliou et coll., 1999). Les ALDHs eucaryotiques sont réparties en
12 familles et 37 sous-familles (Vasiliou et coli., 1999). Les membres d’une
même famille partagent plus de 60% d’homologie et il y a moins de 40%
d’homologie entre les différentes familles (Vasiliou et coll., 1999). Elles
permettent l’oxydation d’aldéhyde en acide carboxylique correspondant. Les
aldéhydes endogènes provielment du métabolisme des acides aminés, des
glucides, des lipides, des vitamines et des stéroïdes (Vasiliou et Nebert, 2005). La
biotransformation de médicaments, de drogues et de polluants environnementaux
est également une source d’aldéhydes (Vasiliou et Nebert, 2005). Les aldéhydes
sont des molécules électrophiles hautement réactives avec les groupes amines et
thiols. Les effets résultant de ces interactions sont de diverses natures comme la
toxicité, la mutagénèse, la carcinogénêse mais peuvent aussi avoir des effets
physiologiques et thérapeutiques (Vasiliou et Nebert, 2005). Les ALDHs sont
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considérées comme des enzymes de détoxification des aldéhydes endogènes et
exogènes. Elles peuvent aussi jouer un rôle important dans certains processus
physiologiques comme la formation de l’AR et de l’acide y-aminobutyrique
(GABA) (Vasiliou et Nerbert, 2005). Ce sont des enzymes avec une structure
semblable mais des activités et fonctions impliquées dans plusieurs voies
métaboliques diverses (Perozich et coil., 1999a). La réaction enzymatique
d’oxydation d’un aldéhyde en son acide correspondant est dépendante du
NAD(P)+ et est irréversible (Yoshida et coli., 1998). Les gènes d’une longueur
allant de 11 à 40 kpb sont composés de 10-13 exons et encodent pour une protéine
de près de 500 acides aminés et d’environ 55 kDa. L’enzyme active est sous
forme d’homodimère ou d’homotétramère. Avant 1999, où Vasiliou et coll. ont
uniformisé la nomenclature des ALDHs, cette famille étendue se divisait en deux
troncs principaux de l’arbre phylogénique. Le premier tronc, la classe 3,
comportait la famille des aldéhydes à substrats spécifiques dont la classe ALDH3.
Le second tronc, la classe 1/2, comprenait des enzymes à substrats variables
incluant les classes ALDHY et ALDH2. La classe 3 partage seulement 25%
d’identité avec les classes 1 et 2, mais au niveau structurel de la protéine, elle est
très proche de la classe 2 (Perozicli et coil., 1999a). L’analyse de la séquence de
145 différents membres de la famille a permis d’identifier certaines régions qui
sont conservées à travers les classes et les espèces (Perozich et coli., 1999b),
suggérant qu’elles proviendraient d’un gène ancestral commun de plus de 3
milliards d’années (Vasiliou et coll. 1999). Quatres résidus invariants ont été
identifiés soit Glyl 87/245 (numérotation selon classe 3/classe 1-2), Gly 240/299,
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G1u333/399 et Phe335/401 (Perozich et cou., 1999b). Ces acides aminés seraient
impliqués dans la liaison du cofacteur NAD (Gly 187/245, G1u333/399 et Phe
335/401) ou dans le positionnement du nucléophile Cys243/302 (Perozich et coll.,
1999b). Douze résidus sont retrouvés dans 95% des séquences étudiées (Perozich
et coll., 1 999a). Ils seraient importants pour l’enzyme au niveau de sa structure et
de son activité, comme la Cys 243/302 qui est présente chez toutes les enzymes
ayant une activité catalytique (Perozich et col!., 1999a). De plus, dix motifs,
c’est-à-dire des séquences d’acides aminés de longueur identique et d’un haut
degré de similarité, ont été identifiés (Perozich et coil., 1 999b). Tous ces motifs
se retrouvent dans ou près du site actif de la molécule et contiennent les résidus
mentionnés précédemment (Perozich et coll., 1999b). Les membres da la classe 3
sont des enzymes cytosoliques qui oxydent des aldéhydes aromatiques et
aliphatiques à moyenne et longue chaîne (Vasiliou et coll., 2000). Dans la famille
ALDH2, il n’y a qu’un membre, ALDH2, aucune sous-famille. C’est une enzyme
mitochondriale fortement exprimée dans plusieurs tissus, particulièrement dans le
foie (Yoshida et coll., 1998). Elle est impliquée dans le métabolisme de
l’acétaldéhyde principalement pour sa détoxification. Elle est aussi responsable
de la préférence et de la tolérance à l’alcool. D’ailleurs une mutation du gène,
présente à plus de 50% chez les asiatiques et quelques amérindiens et moins de
10% chez les caucasiens, se caractérise par une grande sensibilité à l’alcool (Isse
et coll., 2002).
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1.5.3.1 Les ALDHs de classe 1
Les enzymes de classe 1 sont cytosoliques et distribuées dans plusieurs tissus
aussi variés que le cerveau et les globules rouges. Elles peuvent être exprimées
de manière constitutive ou encore induites. Elles catalysent l’oxydation
d’aldéhydes aliphatiques. Certaines enzymes de la classe ALDH1 sont capables
d’oxyder le rétinal en acide rétinoïque et peuvent ainsi jouer un rôle dans la
production d’AR, ce sont les rétinaldéhydes déshydrogénases. Quatre enzymes
sont connues pour l’oxydation du rétinal, trois enzymes font partie de la famille
ALDH1 et sont nommées ALDH1A1 (RALDH1), ALDH1A2 (RALDH2),
ALDH1A3 (RALDH3). RALDH4 (ALDH8A1) peut aussi oxyder le rétinal mais
ne fait pas partie des ALDH1s. RALDH1 est exprimée durant le développement
embryonnaire et chez l’adulte dans différents tissus selon l’espèce (Bhat, 1998),
elle oxyde les isomères tout-trans et 9-cis du RAL (Bhat et Samaha, 1999;
Brodeur et coll., 2003; Gagnon et col!., 2003 ; Labrecque et col!., 1995).
RALDH2 est exprimée lors de la vie foetale et catalyse l’oxydation des trois
isomères, tout-trans, 9-cis et 13-cis (Gagnon et col!., 2002 ; Niederreither et coll.,
1999). La RALDH3 est exprimée dans les voies olfactives en développement et
dans l’oeil et oxyde le tout-trans RAL (Grûn et coll., 2000; Mic et coIl., 2000, Li
et coll., 2000; Lin et coll., 2003). La RALDH4 est fortement exrpimée dans le
foie et les reins adultes et catalyse l’oxydation du 9-cis RAL (Lin et Napoli,
2000 ; Lin et coll., 2003).
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1.5.3.1.1 La RALDH1
La RALDH1 a d’abord été isolée dans le foie comme aldhéhyde déshydrogénase
avec ALDH2 (Ikawa et coll., 1983). C’est en 1992 que Yoshida implique
ALDH1 dans l’oxydation du RAL en AR. Bhat et coll. détectent, en 1988 (a),
une activité d’oxydation du rétinal dans le rein de rat, mais c’est en 1993
(Labrecque et coll.) que l’enzyme est partiellement purifiée et caractérisée. Une
ALDH, isolée de reins bovins, présente également une activité d’oxydation du
RAL (Bhat et cou., 1996). Ensuite, la technologie a permis le clonage de
l’enzyme chez plusieurs espèces, notamment l’humain (Hsu et coil., 1985
Yoshida et cou., 1985), la souris (Rongnoparut et Weaver, 1991), le rat (Bhat et
coli., 1995 ; Kathmann et Lipsky., 1997; Penzes et coIl., 1997), le poulet
(Godbout et Monckton, 2001) et le singe, dans la lignée cellulaire JTC12
(Brodeur et coll., 2003). Son expression tissulaire varie d’une espèce à l’autre.
On la retrouve principalement dans le foie mais aussi dans le rein, les intestins, les
poumons, l’estomac, la trachée, les testicules. D’ailleurs, une ALDH, semblable
aux RALDHÎs, peut être induite par l’administration de phénobarbital dans le foie
de rat (Deitrich, 1971). Cette enzyme est la pbALDH1 et a été clonée chez le rat
(Dunn et coll., 1989) et la souris (Hsu et colI., 1999). RALDHI semble jouer un
rôle important dans la formation de l’acide rétinoïque, le métabolisme de l’éthanol
et dans la détoxification des oxazaphosphorines comme le cycolphosphamide
(Vasiliou et coIl. 2000). Il a été observé que l’expression de la RALDH1 était
28
diminuée dans les tumeurs induites chimiquement chez les souris (Banfi et coll.,
1994).
1.5.3.1.1.1 La structure du gène de la RALDH1
Le gène de la RALDH est d’une longueur d’environ 50 Kb, selon les espèces
(Hsu et coll., 1985 ; Hsu et coll., 1999), et comprend 13 exons, typique des
ALDH1s. Il est retrouvé sur le chromosome 9q21 chez l’humain (Raghunathan et
coli., 1988). L’ADNc est composé de 1503 nucléotides et partage 90%
d’homologie entre les espèces et avec les pbALDHJ de rat et de souris (Dunn et
coll., 1989; Hsu et col!., 1999). Le premier exon comprend le site d’initiation et
le codon ATG. Le promoteur minimal des RALDH] humaines (Yanagawa et
coll., 1995; Elizondo et coli., 2000), de souris (Hsu et cou., 1999; Rongnoparut
et Weaver, 1991) et de rat (Guimond et colI., 2002), ainsi que des pbALDH1 de
souris (Hsu et colI., 1999) et de rat (Dunn et coil., 1989) est très conservé avec
une boîte CCAAT (— -72 à -6$) et une boîte TATA (- -32 à -2$). Un motif
octamère Q— -55 à -49) est conservé dans tous les promoteurs, sauf celui du
pbALDH] de rat où une délétion de 16 pb est présente. Des études de régulation
(Yanagawa et coll., 1995; Guimond et coll., 2002; Elizondo et coIl., 2000) ont
permis d’identifier la boîte CCAAT et le motif octamère comme élément essentiel
à l’activité basale du promoteur. Le facteur NF-YB lierait la boîte CCAAT et le
facteur Oct-1 lierait le site octamère, chez l’humain et le rat (Yanagawa et coli,
19995 ; Guimond et cou., 2002). Chez l’humain, le facteur C/EBPI3 peut aussi
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lier la boîte CCAAT et serait impliqué dans la rétroaction négative du gène
RALDH] par l’AR. (Elizondo et cou., 2000). La délétion du site octamère chez la
pbALDH1 de rat pourrait expliquer pourquoi cette enzyme n’est pas exprimée
constitutivement dans le foie et les poumons, comparée à la pbALDH1 de souris
(Kathmann et coli., 2000).
1.5.3.1.1.2 La structure de la protéine de la RALDH1
La protéine comprend 501 acides aminés et l’enzyme non dénaturée a une masse
moléculaire de 140 kDa et se présente sous forme d’homotétramère dont la sous-
unité fait 54 kDa. La similarité des séquences entre les RALDH1s est très élevée
avec près de 95% (Penzes et coll., 1997). Les études structurales de la RALDH1
de mouton ont permis de déterminer les acides aminés impliqués dans la liaison
du substrat et du cofacteur (Moore et coll., 1992). L’enzyme est divisée en trois
domaines (figure 1.5, page 44). Le domaine N-terminal de liaison du cofacteur
NAD+ comprend les résidus 8 à 135 et 159 à 270 et est composé de cinq feuillets
parallèles E. Le domaine catalytique, formé des résidus 271 à 470, contient six
feuillets parallèles 13. Le domaine d’oligomérisation, les résidus 140 à 15$ et 486
à 495, est composé de trois feuillets anti-parallèles 13.
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N
N domain
C domain
Figure 1.5: Structure de la RALDHI de mouton (Moore et cou., 199$)
n
3
Une grande différence existe entre les ALDH1s et ALDH2. le tunnel d’entrée du
substrat (Figure 1.6) est plus grand chez ALDHIs (structure jaune) que chez
ALDH2 (structure verte), suggérant leur préférence pour le RAL et Ï’acétaldéhyde
respectivement (Moore et coiL, 199$).
HçIt’ tfI
Figure 1.6 Tunnel d’entrée du substrat (Moore et cou., 199$)
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D’ailleurs, l’inhibition de l’activité enzymatique par le disulfiram des ALDH1s et
non d’ALDH2 proviendrait du fait que le disulfiram est une grosse molécule qui
logerait mieux dans le tunnel des ALDH1s, plus grand, que celui d’ALDH2
(Moore et coIl., 1998). Le tunnel d’entrée du substrat est composé à la gauche de
l’hélice cxC (114-135), à l’arrière de l’hélice otD (170-185), en-dessous de l’hélice
uH (282-296) et à la droite de la loupe de surface (455-46 1). De plus, la grandeur
et la forme du tunnel seraient plus importantes pour la spécificité du substrat que
ses propriétés physiques comme la polarité (Moore et coll., 1998). La cystéine en
position 302 fait partie du site catalytique et est le nucléophile impliqué dans la
formation d’un intermédiaire thiohémiacétal (Moore et coll., 1998). Des études
avec des enzymes chimériques combinant la RALDH1 et la pbALDH1 de rat, ont
permis de déterminer les régions impliquées dans l’oxydation des isoformes du
RAL (Montplaisir et coll., 2002). Les aa 1 à 131 permettent l’oxydation du tout
trans RAL, tandis que les aa 132 à 343 catalysent le 9-cis RAL (Montplaisir et
coll., 2002). De plus, les aa 132 à 500 seraient impliqués dans l’inhibition de
l’activité enzymatique par le magnésium (chapitre 3).
1.5.3.1.1.3 L’expression de la RALDH1
L’enzyme RALDH1 a été clonée chez plusieurs espèces et l’expression tissulaire
de l’enzyme varie selon l’espèce, l’âge et la présence de vitamine A. Elle est
exprimée dans plusieurs tissus comme le foie, les reins, les poumons, les
testicules, la rétine dorsale et les tissus épithéliaux de plusieurs organes comme
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l’estomac, les intestins et la trachée. Chez la souris, la RALDH1 est présente
dans le foie mais n’est pas exprimée dans le rein comparativement au rat où
l’expression rénale est supérieure à son expression dans le foie. Chez le rat, elle
est très peu exprimée lors de la vie foetale, mais présente dans la vie adulte entre
autre pour le maintien de l’intégrité épithéliale (Bhat, 1998 ; Bhat et cou., 1998a;
Bhat et coil., 1998b; Frota-Ruchon et coll., 2000). Des études de souris
déficientes pour le gène de la RALDH1 ont démontré que l’enzyme n’était pas
nécessaire pour la production d’AR dans le développement de la rétine dorsale,
mais serait impliquée dans l’élimination du ROL dans le foie (Fan et coll., 2003).
1.5.3.1.1.4 L’activité enzymatique de la RALDH1
L’oxydation du RAL en AR est une étape irréversible dépendante du NAD. La
réaction enzymatique se fait en deux étapes, d’abord, il y a liaison du cofacteur
NAD+ puis il y a liaison de l’aldéhyde, ce qui conduit à la formation d’un
intermédiaire thiohémiacétal avec le site actif, le nucléophile Cys302. Par la
suite, il y a formation d’un ion hybride en C4 de l’anneau de NAD+ dû au
collapse avec le thioester. Le thioester est hydrolysé par une molécule d’eau puis
il y a relâchement de l’acide et du NADH (Moore et col!., 1998). Les RALDH1s
sont capables d’oxyder les isoformes tout-trans et 9-cis RAL (Bhat et Samaha,
1999; Brodeur et coll., 2003; Gagnon et co!1., 2002; Labrecque et coll., 1995).
Cependant, selon les espèces, certaines peuvent aussi oxyder le 13-cis RAL
comme les RALDH1s humaines (Bliat et Samaha, 1999) et celles de la lignée
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cellulaire JTC-12 (Brodeur et cou., 2003). Contrairement aux RALDH2 et 3, la
RALDH1 catalyse plus efficacement l’isomère 9-cis que le tout-trans, suggérant
qu’elle jouerait peut-être un rôle dans la production de l’AR 9-cis in vivo. La
pbALDH1, quant à elle, n’a aucune activité pour le tout-trans RAL et catalyse
très faiblement le 9-cis RAL (Hsu et col!., 1999 ; Kathrnann et cou., 2000). De
plus, il est intéressant de noter que deux régions différentes sont impliquées dans
l’oxydation des isomères, soit les aa 1 à 131 pour le tout-trans RAL et les aa 132
à 343 pour le 9-cis RAL (Montplaisir et cou., 2002).
1.5.3.1.2 La RALDH2
Cette enzyme a été clonée par deux groupes et deux approches distinctes. Le
groupe de Zhao et cou., (1996) a identifié la présence de trois enzymes dans la
rétine de souris en développement, RALDHI, VI et V2. Ces enzymes
possédaient des schémas d’expression différents et le groupe s’est intéressé à la
fraction V2. Le groupe de Wang et cou. (1996) a cloné RALDH2 lors du criblage
d’une librairie d’expression de testicules de rat pour le clonage de RALDH1. La
protéine comprend 499 acides aminés et partage 70% d’homologie de séquence
avec RALDH1 et 3, et 90% entre les espèces. Le gène est composé de 13 exons,
comme les autres RALDHS, et est localisé sur le chromosome 6 chez la souris
(Hsu et coli., 2000). L’expression spatiotemporale très spécifique de RALDH2
concorde avec la présence d’AR dans les tissus (Niederreither et cou., 1997).
C’est la première RALDH exprimée dans l’embryon avec une expression à 7,5
35
jours. Des études génétiques ont démontré l’importance de RALDH2 dans la
production d’AR lors du développement. En 1999, une souris déficiente dans ce
gène a été rapportée par Niedeneither et coll. Les embryons ne sont pas viables et
ne dépassent pas le stade de 10,5 jours post-coïturn (Niederreither et col!., 1999).
L’absence de RALDH2 affecte le développement de presque tous les organes sauf
la rétine (Niederreither et coll., 1999). Le développement du cerveau postérieur
est altéré au niveau de la segmentation, de la croissance et de l’organisation des
rhombomères à cause de l’absence d’AR pour réguler l’expression de certains
gènes homéobox et d’autres gènes comme Krox2O (Niederreither et coll., 2000).
Dans le coeur, le développement des tubes, le looping et la différenciation des
cardiomyocytes sont affectés par le manque d’AR dû à la non-expression de
RALDH2 (Niedeneither et col!. 2001). Parmi les autres organes affectés, il y a
l’oreille interne (Romand et colI., 2001), le pharynx (Niederreither et coll., 2003)
les sommites et la formation de l’assymétrie du corps (Vermot et col!., 2005). Les
embryons peuvent être rescapés par l’administration d’AR à la souris gestante,
avec cependant certaines anormalités comme des troncs plus courts (Niedeneither
et col!., 1999, 2000, 2001, 2002c). L’AR administré prévient les malformations
jusqu’au jour 8,5 environ, par la suite, si de l’AR est encore administré, des effets
tératogènes semblables à de l’hypervitaminose A peuvent être observés (Mic et
coll., 2002). Dans les régions crâcniofaciales, RALDH1 et RALDH3 subvieiment
à la synthèse d’AR. Par contre, il semblerait qu’une autre enzyme soit impliquée
dans la production d’AR dans certains tissus comme le coeur où il n’y a pas
n
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d’expression de RALDH1, 2 ou 3, mais présence d’AR (Mic et cou., 2002;
Niederreither et cou., 2001, Niederreither et cou., 2002e).
RALDH2 est active pour l’oxydation des isomères tout-trans, 9-cis et 1 3-cis RAL
avec une préférence marquée pour le tout-trans (Gagnon et cou., 2002),
contrairement aux autres RALDH 1 (humain, souris, rat et JTC- 12) qui catalysent
plus efficacement l’isomère 9-cis (Bhat et $amaha, 1999 ; Brodeur et coIl., 2003
Gagnon et coil., 2003 ; Labrecque et coIl., 1995).
L’enzyme RALDH2 est donc nécessaire pour la synthèse in vivo d’AR à partir de
rétinal. C’est le seul cas, parmi toutes les souris nulles produites, où la déficience
d’un gène impliqué dans la biosynthèse de l’AR mène à une mortalité pré-natale.
1.5.3.1.3 La RALDH3
RALDH3 a d’abord été clonée dans la glande salivaire humaine (Hsu et coll.,
1994) coimne étant la sixième ALDH. Par la suite, la recherche d’une enzyme
acide, fraction Vi, capable d’oxyder le rétinal dans la rétine ventrale, mais
différente de RALDH1 ou RALDH2 (McCaffery et coll., 1993), a conduit à
l’amplification de RALDH3 à partir de tissus embyonnaires murins (Li et coll.,
2000) et de poulet (Griin et coIl., 2000), et de tissus de souris adultes, dans le rein
(Mie et coÏl., 2000) et la rétine ventrale (Griin et eoll., 2000). Cette enzyme, de
512 acides aminés, partage près de 90% d’homologie entre les espèces et près de
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70% avec les RALDH1 et 2 (Mie et cou., 2000; Li et coli., 2000; Grûn et coli.,
2000). Elle est exprimée dans l’oeil en développement à partir de 8,5 jours de vie
embryonnaire chez la souris (Griin et eoll., 2000; Mie et col!., 2000, Li et coll.,
2000), et dans la vésicule otique et le système olfactif (Mie et coll., 2000). Chez
l’humain, RALDH3 est fortement exprimée dans la glande salivaire, l’estomac et
les reins, et à des niveaux plus faibles dans plusieurs autres tissus (Hsu et eoll.,
1994). Elle est aussi exprimée dans la glande mammaire normale et dans une
lignée immortalisée de cellules épithéliales mammaires non-tumorigéniques
(MTSV1 .7), mais n’est pas exprimée dans la lignée MCF-7 (cellules épithéliales
d’adénocarcinome de glande mammaire humaine) (Rexer et col!., 2001). Cette
absence d’enzyme correspond à une incapacité à produire de l’AR dans les MCF
7 (Rexer et colI., 2001). D’ailleurs, lorsque RALDH3 est surexprimée dans les
MCF-7, ces dernières acquièrent la capacité d’oxyder le RAL en AR (Rexer et
colI., 2001). Récemment, une souris déficiente en RALDH3 a été générée et la
mutation est létale dans les heures suivant la naissance (Dupé et coll., 2003).
D’après le schéma d’expression de la RALDH3, il est surprenant de constater que
les reins et les oreilles ne démontrent aucune affection particulière. Par contre, le
développement de l’oeil et des régions nasales est déficient. La rétine ventrale
n’est que superficiellement affectée, probablement grâce à l’intervention de
RALDH2 qui compenserait la production d’AR dans cet organe. La mortalité des
nouveaux-nés est due aux malformations de la région nasale et plus
particulièrement à l’atrésie choanale, soit la non-communication entre les cavités
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nasales et orales, qui se traduit par une détresse respiratoire létale (Dupé et cou.,
2003).
Depuis le clonage de RALDH3 dans les différentes espèces, peu de données
étaient disponibles quant à son activité d’oxydation du rétinal. Toutes les études
notaient la capacité à catalyser le tout-trans RAL, mais rien de très exhaustif
jusqu’à dernièrement, où Graham et coll. (2006) ont caractérisé et cristallisé
RALDH3. Leurs résultats confirment que le tout-trans RAL est le substrat de
haute affinité de l’enzyme et qu’elle préfère les aldéhydes aliphatiques à huit
carbones. Malheureusement, ils ne donnent aucune précision sur sa capacité à
oxyder les isomères cis du RAL. Selon une note de Lin et Napoli (Lin et col!.,
2003), RALDH3 ne catalyserait pas l’isomère 9-cis RAL, mais aucune donnée
n’est publiée jusqu’à présent sur la cinétique de l’enzyme pour toutes les formes
de RAL.
1.5.3.1.4 La RALDH4
RALDH4 a été clonée tout récemment chez l’humain (Lin et Napoli, 2000) et
chez la souris (Lin et col!., 2003). Contrairement aux autres RALDHs, elle ne fait
pas partie de la classe 1 des ALDHs mais plutôt de la classe 8 (Sophos et
Vasiliou, 2003). Sa structure protéique contient les acides aminés hautement
conservés caractérisant les ALDHs (Lin et Napoli, 2000 ; Lin et coll., 2003). Elle
est fortement exprimée, chez l’adulte, dans le foie et le rein (Lin et Napoli, 2000
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Lin et coll., 2003), et elle est présente à 14,5 jours dans le foie d’embryon de
souris, mais pas dans le rein (Lin et colI.. 2003). RALDH4 possède une très
grande activité enzymatique pour le 9-cis rétinal. Elle peut catalyser le 13-cis
rétinal faiblement et le tout-t,-ans rétinal très faiblement comparativement au 9-cis
rétinal. Suite à des études de métabolisme avec CRAD1, il est suggéré que
RALDH4 pourrait être impliquée dans la biosynthèse de l’AR 9-cis (Lin et
Napoli, 2000). Sa présence dans les tissus, foie et rein, où est retrouvé le 9-cis
rétinol (Labrecque et coll., 1995 ; Paik et cou., 2000) appuie cette hypothèse
d’une implication de RALDH4 dans le métabolisme de l’AR 9-cis.
1.6 Le catabolisme de l’acide rétinoïque
L’AR en excès a des effets tératogènes, une régulation minutieuse de sa synthèse
et de son élimination est donc essentielle. Certains membres de la grande famille
des cytochromes P450 sont reponsables de la dégradation de l’AR en métabolites
polaires, ce sont les CYP26. À présent quatre sous-familles ont été identifiées et
clonées, CYP26A1 (Abu-Abed et coll., 1998 ; Fujii et coll., 1997; Ray et coll.,
1997; Wang et coll 2002; White et coll., 1997 ; White et coll., 199$), CYP26BÏ
(MacLean et cou., 2001 ; Nelson, 1999), CYP26C1 (Reijntjes et coll., 2004;
Tahayato et coll., 2003 ; Taimi et coli., 2004) et CYP26D1 (Gu et coll., 2005).
Ce sont des hydroxylases partageant moins de 30% d’homologie avec les autres
membres de la grande famille du cytochrome P450, entre 40 et 50% avec les
sous-familles de CYP26, et plus de 90% entre les espèces mammifères d’une
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même sous-famille (Ray et col!., 1997; Taimi et col!., 2004). Elles catalysent
l’oxydation de l’AR en métabolites inactifs, 4-hydroxy-AR, 1$-hydroxy-AR et
5,8-époxy-AR, et en métabolite actif 4-oxo-AR (Reijntjes et col!., 2004). Ces
enzymes sont régulées par l’AR, en excès d’AR il y a expression de CYP 26 et
lorsque la concentration d’AR est raisonnable, l’enzyme n’est plus exprimée. De
plus, lors d’une diète soutenue en vitamine A à des niveaux élévés mais non-
toxiques, l’expression de CYP26A1 est également induite (Yamamoto et coll.,
2000). Cependant, lors du développement embryonnaire, d’autres facteurs
indépendants de l’AR peuvent réguler l’expression des CYP26s. Le patron
d’expression des CYP26s est distinct pour chacune des enzymes et ne se
superpose pas, suggérant un rôle spécifique à chacune (Reijntjes et coll., 2004).
Elles sembleraient impliquées dans l’établissement d’un gradient d’AR, car leur
expression délimite la frontière entre la présence ou non d’AR dans un tissu. Les
souris déficientes pour le gène CYP26A1 (Sakai et colI., 2001 ; Abu-Abed et
coll., 2001) meurent avant la naissance et présentent des signes de malformations
similaires à ceux retrouvés lors d’un excès d’AR. Les souris peuvent être
rescapées par un croisement avec des souris hétérozygotes RALDH2+/-, chez
lesquelles il y a une faible production d’AR (Niederreihter et coll., 2002a, b, c).
Ces enzymes jouent un rôle important dans la régulation de gènes par l’AR, en
gérant sa concentration dans les cellules cibles. Elles sont impliquées dans la
gradation de la concentration d’AR nécessaire au développement.
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1.7 Les récepteurs de l’acide rétinoïque
Pendant plusieurs aimées, il était connu que l’AR avait des effets physiologiques
importants sur l’organisme mais les mécanismes restaient inconnus. La
découverte du récepteur à l’AR, le RAR (Giguère et coll., 1987; Petkovich et
coll., 1987), a permis d’éclaicir ces mécanismes d’action. L’AR est un élément
actif dans la régulation de gènes grâce à sa liaison aux récepteurs nucléaires RAR
et RXR (Figure 1.7).
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Figure 1.7: Régulation de gènes par l’AR via les récepteurs RAR et RXR.
(http ://meds.queensu.ca/qcri/petkovichlripmp.htm)
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Les RARs et RXRs sont membres de la superfamille des récepteurs nucléaires
hormonaux. Il existe deux sous-familles de récepteurs hormonaux, soit le type I
qui comprend les récepteurs nucléaires des glucocorticoïdes, de la progestérone et
des oestrogènes, et le type II qui regroupe les récepteurs RAR, RXR, ceux des
hormones thyroïdiennes (IR), de la vitamine D3 (VDR) et des proliférateurs des
peroxysomes (PPAR). Les deux sous-familles se distinguent par certaines
caractéristiques conm-ie les liaisons avec le ligand et l’élément de réponse. Les
récepteurs de type I doivent d’abord se fixer sur leur ligand pour pouvoir se lier à
leur élément de réponse, un palindrome inversé séparé de trois nucléotides. Les
récepteurs de type II peuvent, en l’absence de leur ligand, lier leur élément de
réponse qui est une répétition directe de six nucléotides. Les récepteurs de cette
famille sont composés de 4 régions indépendantes mais interactives (figure 1 .$A
page 57). Le domaine AIR ou modulateur, le domaine de liaison à l’ADN (DNA
Binding Domain, DBD), la région charnière et le domaine de liaison du ligand
(Ligand Binding Domain, LBD). Le domaine AIB est très variable, autant au
niveau de sa longueur que de sa séquence primaire. Cette variété permet de
générer plusieurs récepteurs nucléaires isoformes ayant les mêmes sites de liaison
à l’ADN et au ligand, mais avec des propriétés physiologiques distinctes. Ces
isoformes sont obtenues suite à de l’épissage alternatif, à des promoteurs
différents ou bien à des sites d’initiation distincts (Giguère, 1994). Le domaine de
liaison à l’ADN est le plus conservé. Il est composé de deux doigts de zinc de 66
à 70 acides aminés. Les récepteurs vont se lier aux éléments de réponse présent
dans la séquence promotrice des gènes répondant à l’AR, via une héliceŒ présente
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dans le DBD. Les éléments de réponse à l’AR (RARE) et aux rétinoïdes X
(RXRE) sont une répétition directe 5’ AGGTCA 3’, espacée par 1 à 5 nucléotides
(DRI à DR5) (Figure 1.8B). Le domaine de liaison du ligand contient une poche
pour le ligand, mais également des régions d’interactions protéine-protéine
permettant la formation de dimères (Kersten et cou., 1997).
Figure 1.8 : Récepteur à 1’AR (RAR et RXR) et mécanisme d’action (Shulman et
Mangelsdorf, 2005)
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1.7.1 Les RARs
Il existe plusieurs isotypes de RAR comprenant différentes isoformes,
RAROE1, a2, RARf31, f32, f33, f34, et RARy1, y2 (Chambon 1996). Les RARs
peuvent lier les isomères tout-trans et 9-cis de l’AR. Les gènes des RAR1, f3 et y
sont localisés sur les chromosomes 11, 14 et 15 et 17q21.l, 3p24 et 12q13 chez la
souris et l’humain respectivement et seraient vraisemblablement le résultat d’une
duplication d’un gène ancestral commun (Giguère, 1994). Les isoformes RARa1
et Œ2 sont le résultat de l’utilisation de promoteurs distincts dans le gène de
RARŒ. Dans le cas de RARf3, c’est une combinaison de promoteur distinct et
d’épissage alternatif qui génère les différentes isoformes. L’expression tissulaire
des RARs est très variée. RARa est exprimé de manière ubiquitaire mais plus
fortement dans des régions spécifiques du cerveau (; de Thé et coll., 1989;
Giguère et coll., 1987; Noji et colI. 1989a). Malgré une expression très similaire
entre RAROE1 et RARÇL2, il y a des différences. RAROE1 est plus abondant dans le
cerveau, la peau, les muscles, le coeur et les reins, tandis que RARŒ2 est plus
exprimé dans les poumons, le foie et les intestins (Giguère, 1994). Le gène de
RARf3 produit plusieurs transcrits et est exprimé dans plusieurs tissus. RARf31 et
f33 sont générés à partir du même promoteur et sont retrouvés principalement dans
le cerveau, la peau et les poumons (Zelent et coll., 1991), tandis que les RARf32 et
f34, aussi générés à partir du même promoteur, se retrouvent dans les reins, le foie,
les poumons, le coeur, les muscles, les intestins et le cerveau, mais à des niveaux
d’expression variables (Benbrook et coll., 1988 ; de Thé et coll., 1989). Les
45
RAR71 et y2 sont présents dans la peau et les poumons (Zelent et cou. 1989;
Kastner et coll. 1990; Noji et cou., 1989b). Des études génétiques ont impliqué
ces récepteurs dans la régulation de gènes par l’AR tout-trans. Les souris ayant
une simple mutation nulle pour les gènes RARŒ, f3 et y sont viables, mais
présentent des anomalies retrouvées lors d’une carence en vitamine A post-natale
(Mark et coll., 1999). Une redondance fonctionnelle existe entre ces récepteurs
car les doubles mutants nuls meurent in utero ou à la naissance avec toutes les
malformations associées à un manque de vitamine A (Mark et coll., 1999). Ce
sont des récepteurs essentiels au développement qui permettent la régulation de
gènes par l’AR.
1.7.2 Les RXRs
L’ADNc de RXRa a été cloné à cause de son homologie avec le domaine de
liaison à l’ADN de RARŒ (Mangelsdorf et coll., 1990). Malgré tout, les RARs
ressemblent plus aux TR qu’aux RXR qui font partie d’un sous-groupe de
récepteurs nucléaires orphelins (Giguère, 1994). Tout comme les RARs, les
RXRs peuvent lier l’AR tout-trans mais à des concentrations très élevées d’où la
recherche d’un autre ligand similaire à l’AR tout-trans. Deux équipes ont
identifié l’AR 9-cis comme ligand de haute affinité pour RXR,. (Heyman et coll.,
1992; Levin et coll., 1992). Trois isotypes, u, f3 et y, ont été identifiés jusqu’à
présent, avec chacun deux isoformes cd et 2, 1 et f32 ,et yl et y2 (Mark et coll.,
2006). Ils sont retrouvés sur les chromosomes murins 2, 17 et 1 respectivement
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pour RXRa, I, y (Giguère, 1994). La distribution cellulaire des RXRs varie selon
l’isotype. RXRŒ est retrouvé dans le foie, les reins et la peau, RXRy, dans le
coeur et les mucles (Rowe, 1997). Leur expression est restreinte comparativement
à RXR3, exprimé de manière ubiquitaire (Rowe, 1997). Cependant, des études
avec des souris déficientes en ces différents RXRs ont démontré que RXRŒ est de
loin le plus important (Krezel et coll., 1996). Les mutants RXRx-/- meurent
avant la naissance et présentent des malformations du myocarde et de l’oeil
semblables à celles observées chez des souris souffrant du syndrome
d’hypovitaminose A foetale (Kastner et coll., 1994).
Les RXRs ont la capacité de former des homodimères et des hétérodimères avec
les RARs et d’autres récepteurs comme PPAR, VDR, TR et RARs. L’association
de RXR avec d’autres récepteurs peut être de deux types, une hétérodimérisation
non-permissive ou permissive. Dans le premier cas, le complexe n’est activé que
par la présence du ligand du partenaire. Parmi les récepteurs non-permissifs, il y
a RAR, TR et VDR (Giguère, 1999). Dans les complexes RXRIVDR ou TR,
RXR est un partenaire silencieux, tandis que dans le complexe RXR!RAR, le
ligand de RXR peut se fixer mais le complexe est actif seulement en présence du
ligand de RAR (Giguère, 1999). Dans le cas d’une liaison permissive,
l’hétérodimère peut être activé par les deux ligands indépendamment. Parmi les
récepteurs permissifs, il y a les PPARs, LXR et COUP. En absence de ligand, le
récepteur RXR forme des homotétramères. À la liaison de l’AR 9-cis, le
tétramère se dissocie et il y a changement de conformation du récepteur suggérant
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un mécanisme de régulation de la formation d’hétérodimères avec RXR (Kersten
et col!., l995a, b, e, 1998). Les RXRs sont importants dans l’organisme, leur
hétérodimérisation les impliquent dans plusieurs voies métaboliques comme celle
des lipides (Shulman et Mangelsdorf, 2005).
1.7.3 Les éléments de réponse des récepteurs à I’AR
Les éléments de réponse des récepteurs nucléaires hormonaux de type II se
ressemblent beaucoup (figure 1.8B, page 43). Il s’agit de deux répétitions
directes de la séquence 5’-AGGTCA-3’, espacées par un à cinq nucléotides (DR1
à DR5). La région très conservée du domaine de liaison à l’ADN des récepteurs
hormonaux, ainsi que la simplicité de l’élément de réponse laissent supposer que
tous les récepteurs peuvent lier tous les éléments de réponse et réguler les mêmes
gènes. Malgré tout, la régulation de gènes est très spécifique à des couples de
récepteurs donnés. Selon la règle 1-5 (Umesono et col!., 1991), l’espacement
entre les répétitions directes peut, à elle seule, déterminer la spécificité de liaison
de l’hétérodimère. La longueur de l’espacement est plus importante pour
déterminer la spécificité d’une liaison que sa séquence de nucléotides (Rastinejad
et col!., 2000). D’ailleurs, en modifiant l’espacement entre les deux demi-sites, il
est possible de changer le dimère qui va lier l’élément de réponse (Rastinejad,
2001). Les DR1 lient les hétérodimères de RXR avec RAR, PPAR, COUP et
HNF-4, les DR2 ceux de RXR avec PPAR et RAR, les DR3, RXR-\TDR, les
DR4, les hétérodimères RXR-TR, LXR et CAR, et les DR5 lient les
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hétérodimères RXR-RAR et RXR-NGFI-B (Rastinejad, 2001). La présence de
RXR dans tous ces dimères ne signifie pas que tous les gènes seront régulés par
l’AR. Cette régulation dépend du type de dimérisation, si elle est permissive ou
non. La liaison permissive permet au ligand de RXR de réguler la transcription,
tandis que les hétérodimères non-permissifs ne sont aticfs qu’en présence du
ligand du partenaire de RXR (Giguère, 1999). En majorité, le récepteur RXR se
retrouve sur le demi-site en 5’, et le partenaire sur le demi-site en 3’. Sur un
élément DR1, la polarité est inversée, avec RXR en 3’ et le partenaire en 5’
(Rastinejad et coll., 2000). La polarité du récepteur RXR en 5’ ou 3’ peut avoir
un effet d’activation ou de répression de la transcription, comme chez les
hétérodimères RXR-RAR (DR5) et RAR-RXR (DR1), respectivement
(Rastinejad, 2001). Malgré leur simplicité, les éléments de réponse permettent
une régulation très spécifique de la transcription de gènes.
1.8 Les effets physiologiques et pathologiques
Les effets physiologiques de la vitamine A, à part la vision, proviennent de la
liaison de l’AR aux récepteurs nucléaires RAR et RXR. L’administration d’AR
peut prévenir ou bien renverser les effets d’une déficience en vitamine A
(Thompson et coli., 1964). De plus, un excès d’AR est plus néfaste qu’un excès
de rétinol dans l’organisme et peut causer des malformations (Lohnes et cou.,
1994). Plus de 532 gènes sont connus pour être sous le contrôle de l’AR de
manière directe ou indirecte (Balmer et Blomhoff, 2002). La régulation directe
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d’un gène est possible lorsqu’un élément de réponse est présent dans le promoteur
du gène régulé et que RAR et RXR sont impliqués dans l’activation ou bien
l’inhibition du gène (Balmer et Bïomhoff, 2002). Parmi les gènes régulés par la
voie classique, il y a deux grandes catégories soit les gènes impliqués dans le
métabolisme et le fonctionnement des rétinoïdes, et les gènes contenant des
domaines homéobox (Balmer et Blomhoff, 2002). Lors d’une régulation
indirecte, un gène est activé par un autre gène lui-même activé par l’AR. La
régulation indirecte peut également s’effectuer au niveau de la stabilité de
l’ARNm. Cependant, pour la plupart des gènes, la régulation directe ou indirecte
n’est pas confirmée (Balmer et Blomhoff, 2002). Plusieurs voies métaboliques et
pathologies sont affectées par la vitamine A et ses dérivés. L’AR est un agent
bénéfique dans beaucoup de cas mais en excès, les effets secondaires peuvent
avoir des conséquences néfastes.
Les effets physiologiques de la vitamine A et ses dérivés sont tous reliés entre
eux. Par exemple, une carence en vitamine A affecte l’intégrité épithéliale qui
joue un rôle dans l’immunité et peut entraîner des cancers sans oublier toutes les
voies métaboliques affectées. Lorsque le métabolisme de la vitamine A devient
disfonctionnel dans un système, il est fortement probable que plusieurs autres
systèmes seront touchés, pouvant causer ainsi des maladies.
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1.8.1 La vision
Les troubles de vision nocturne sont connus depuis très longtemps, mais la
relation avec une carence nutrionnelle n’a été établie qu’en 1917, lors d’une étude
expérimentale de malnutrition infantile (Bloch, 1919). Plus tard, des études ont
permis de relier la vitamine A, le RAL et les caroténoïdes au cycle visuel. Dans
le cycle visuel, le 1 1-cis RAL est couplé à l’opsine pour former la rhodopsine, un
pigment violet. Lorsqu’illuminé, le 11 -cis RAL est isomérisé en tout-trans RAL,
le complexe tout-trans RAL-opsine forme un pigment jaune. Le tout-trans RAL,
libéré de l’opsine. est réduit en tout-trans ROL qui est estérifié en RE tout-trans,
puis simultanément isomérisé et hydrolysé pour former le Il -cis ROL. Ce dernier
est, par la suite, oxydé pour former à nouveau du 1 1-cis RAL et repartir le cycle
(Wolf, 2001). Dans le cycle visuel l’AR n’est pas en cause. La vision, très
affectée par l’hypovitaminose A, sert à sa détection. La structure de l’oeil peut
également être lésée par une carence en vitamine A. Dans ce cas, ce sont les
cellules épithéliales, la conjonctive et la cornée qui s’assèchent et se kératinisent
par manque d’AR (McLaren et Friggs, 2002). La vision est un bon indicateur du
statut de la vitamine A dans l’organsime. Dans la majorité des cas, les moins
sévères, il est possible de renverser les effets d’une déficience.
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1.8.2 Le cancer
Les bienfaits de l’AR dans le traitement de différentes formes de cancer ne font
que croître. Il permet aux cellules de se redifférencier et agit comme
antiproliférateur en inhibant la mitose et en induisant l’apoptose. Souvent, en
combinaison avec d’autres agents, l’AR est un excellent élément dans la
chémoprévention et dans le traitement de plusieurs types de cancer.
Le développement d’un cancer est souvent associé à des anomalies des récepteurs
à l’AR. Cependant, il semblerait que des altérations de la synthèse des rétinoïdes
seraient impliquées dans la carcinogénèse. Dans le cancer de la prostate, le
promoteur de la RALDH2 est hyperméthylé et rend le gène silencieux (Kim et
coll., 2005), empêchant la production d’AR. De même, dans les cellules
mammaires MCf-7, la RALDH3 n’est pas exprimée (Rexer et coll., 2001) et les
cellules ne sont plus capables de synthétiser l’AR à partir de ROL (Mira-y-Lopez
et coll., 2000). Les enzymes de la synthèse de l’AR auraient des propriétés de
supresseur de tumeur et l’absence d’AR jouerait un rôle important dans le
dérèglement des cellules cancéreuses.
1.8.2.1 La leucémie aigue promyélocytaire
La leucémie aigùe promyélocytaire est caractérisée par une translocation
chromosomale t(15 ;17) (Larson et coIl., 1984) entraînant la fusion du gène PML
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sur le chormosome humain 15 avec le gène RARA sur le chormosome 17 (de Thé
et cou., 1991 ; Kakizuka et cou., 1991). Les protéines de ftision obtenues,
PML/RARa et RARŒJPML, sont de longueurs variables qui dépendent du point
de rupture dans le gène PML. La rupture dans le gène RARA est toujours dans le
second intron (Chomienne et cou., 1996). Chez les personnes atteintes, la
croissance des cellules promyélocytaires est bloquée au stade de la
différenciation. Il en résulte une accumulation de granulocytes dans la moélle
osseuse et le sang et pouvant causer des hémoragies mortelles (Lengfelder et cou.,
2005). Le récepteur aberrant PML/RARŒ, comme le RARŒ sauvage, a la
propriété d’inhiber la transcription de gène (Melnick et Licht, 1999). Cependant,
la liaison du ligand, l’AR, sur le récepteur sauvage permet l’activation de la
transcription, cette capacité étant altérée dans le récepteur mutant (Melnick et
Licht, 1999). Il semblerait que la liaison du récepteur PML/RARŒ avec les co
répresseurs SMRT et N-CoR serait plus forte et nécessiterait des doses plus
élevées d’AR pour permettre la dissociation du complexe (Melnick et Licht,
1999). Un autre mécanisme d’inhibition de la transcription est la séquestration du
récepteur RXR par le récepteur mutant, empêchant ainsi sa liaison avec d’autres
récepteurs nucléaires comme VDR et PPAR (Melnick et Licht, 1999).
Le traitement de la leucémie aigfie promyélocytaire par l’AR fut une grande
avancée permettant même une rémission complète de la maladie. Tel que nous
l’avons vu précedemment, l’AR, en concentration pharmacologique, permet la
dissociation des co-répresseurs avec le récepteur PML/RARŒ et ainsi l’induction
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de la différenciation des cellules promyélocytaires. Les patients peuvent
néanmoins développer des effets secondaires comme le syndrome d’AR ou encore
une résistance à l’AR (Lengfelder et cou., 2005). D’ailleurs, le traitement à l’AR
est souvent combiné à un autre type de traitement comme la chimiothéraphie
(Lengfelder et coll., 2005).
1.8.3 Le système immunitaire
Il est connu qu’une malnutrition a tin effet direct sur les infections qui augmentent
le risque de malnutrition. Dans les pays où l’alimentation est pauvre en vitamine
A, il a été démontré que les enfants d’âge pré-scolaire présentant un signe
d’hypovitaminose A, la xérophtalmie, avaient une infection ou bien un histoire
d’infection récente (Stephensen, 2001). Les infections les plus communes étant la
diarrhée, la pneumonie et la rougeole. Dans les cas extrêmes, elles peuvent causer
la mort.
Les immunités, innée et acquise, sont perturbées par l’hypovitaminose A. Les
muqueuses des voies respiratoires, intestinales et uro-génitales, barrières
naturelles de l’organisme, présentent une diminution de la production de mucus et
par le fait même, une moins grande résistance aux infections par des pathogènes
habituellement éliminés dans le mucus (Stephensen, 2001). La fonction des
neutrophiles est altérée même si leur nombre est plus élevé, les macrophages
perdent leur capacité à phagocyter les bactéries et la protection antivirale est
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fortement réduite chez les cellules tueuses naturelles (Stephensen, 2001). Les
effets de la vitamine A sur l’immunité acquise est très variable. Elle peut, selon
l’âge et l’état de santé, augmenter ou diminuer la production d’anticorps et de
cytokines par les cellules B et T respectivement, et affecter la production et la
maturation des lymphocytes (Villamor et Fawzi, 2005).
1.8.4 Le développement
Il est cormu depuis les années 1930 que la vitamine A a un effet sur le
développement embryonnaire. Une insuffisance maternelle en vitamine A
conduit à la mort de l’embryon qui présente des malformations congénitales (Ross
et coll., 2000). Une étude de Wellik et DeLuca (1995) a démontré que
l’administration d’AR seul à la rate gestante ne peut rescaper l’embryon
contrairement au ROL. Depuis la découverte des récepteurs RAR et RXR, les
effets de la vitamine A sur le développement ont été associés à son dérivé, l’AR.
D’ailleurs les bienfaits du ROL sur le sauvetage des embryons seraient fort
possiblement dus à son oxydation en AR dans les cellules du foetus.
L’excès d’AR a aussi des effets tératogènes sur l’embryon. L’administration
locale d’AR sur des régions précises du coeur d’embryons de cailles a mené à la
duplication du coeur (cardia bfida), au situs inversus, et à des anomalies de
looping (Dickman et Smith, 1996; Osmond et coll., 1991).
Le chevauchement des effets observés lors de déficience et d’excès démontre
l’importance de la vitamine A dans le développement. Les études sur les souris
nulles pour les gènes impliqués dans le métabolisme du ROL ont permis de
préciser le rôle de l’AR dans le développment embryonnaire. Les principaux
organes ciblés par l’AR sont le coeur, l’oeil, le système nerveux central, et les
systèmes circulatoire, urogénital et respiratoire (Zile, 199$).
1.8.5 L’intégrité épithéliale
L’épithélium est un tissu retrouvé dans différents endroits de l’organisme, il
couvre les sufaces internes et externes du corps, par exemple la muqueuse
intestinale et la peau. L’épithélium sert de barrière contre les éléments extérieurs
comme les polluants de l’air et les contaminants alimentaires. L’épithélium
comprend quatre phénotypes selon sa localisation et ses fonctions. La complexité
des phénotypes est influencée par la concentration d’AR. Dans la peau, plusieurs
couches de cellules sont superposées. Les cellules à la base de l’épiderme sont
des cellules prismatiques simples qui se différencient en kératénocytes à la
surface de l’épiderme à mesure que la concentration d’AR diminue. Le processus
de kératinisation est réversible en présence d’AR. Dans les cas extrêmes de
déficience, les cellules perdent leurs propriétés protectrices et conduisent à des
cancers de l’épithélium, des kératoses, ou encore la liquéfaction de la cornée de
l’oeil. D’ailleurs plusieurs cancers d’organes comme les intestins, les poumons et
l’estomac vont débuter par des cancers de l’épithélium de ces différents organes.
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L’AR et le ROL sont couramment utilisés comme traitement pour plusieurs
maladies de peau comme l’acné, le psoriasis et le vieillissement de la peau. L’AR
joue un rôle important dans la différenciation des kératénocytes et la conservation
de l’intégrité épithéliale. Plusieurs crèmes thérapeutiques utilisées contiennent du
ROL, de l’AR tout-trans ou 13-cis, mais certaines contiennent des agents qui
affectent le métabolisme de l’AR afin d’augmenter la concentration de ce dernier
dans l’épiderme et retarder son catabolisme. Il existe de plus en plus de composés
synthétiques semblables à l’AR. Ils ont les propriétés positives de l’AR sans ses
effets secondaires.
1.8.6 Les autres implications
Les implications des rétinoïdes sont tellement variées et étendues que plusieurs
aspects n’ont été que récemment étudiés. Les rétinoïdes sont impliqués dans
plusieurs systèmes de l’organisme généralement via leurs récepteurs nucléaires.
Ils régulent notamment l’expression des gènes impliqués dans le métabolisme des
triglycérides. Une augmentation de ce métabolisme peut augmenter l’incidence
de maladies cardiovasculaires (Staels, 2001).
Ils sont essentiels pour le développement du système nerveux central; mais
également pour les fonctions du cerveau adulte. Ils seraient impliqués dans la
mémoire et l’apprentissage et dans la maladie d’alzheimer (Lane et Bailey, 2005).
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De plus, dans le cerveau, plusieurs gènes régulés par l’AR et les hormones
thyroïdiennes font partie de processus pathologiques retrouvés dans la
schizophrénie (Palha et Goodman, 2005).
Une autre pathologie associée à la vitamine A est le syndrome d’alcoolisme
foetale. Les phénotypes observés comme les malformations crânio-faciales
correspondent aux organes ciblés par la vitamine A et ses dérivés. La synthèse
d’AR est inhibée par la présence d’éthanol qui compétitionne avec le ROL pour
l’oxydation par les rétinol déshydrogénases.
L’implication de RXR et ses partenaires d’hétérodimérisation dans le syndrome
métabolique, caractérisé par de l’obésité, de l’hypertension, du diabète et des
maladies cardiovasculaires (Shulman et Mangelsdorf, 2005), met en évidence
l’importance de l’AR dans l’organisme.
1.9 Les hypothèses
La RALDHÏ est une enzyme importante dans la production d’AR pendant la vie
adulte. Elle est capable d’oxyder spécifiquement différents isomères du rétinal
(tout-trans, 9-cis et 13-cis) en fonction de l’espèce. Il existe très peu de données
sur l’implication des différentes RALDHs dans les pathophysiologies reliées à
l’AR, mais diverses études tendent à démontrer leur rôle.
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Les isomères 9-cis et 13-cis de l’AR semblent jouer un rôle primordial dans
pitisieurs voies métaboliques en liant les récepteurs RAR et RXR ou bien de
manière indépendante aux récepteurs. Nous supposons que ces deux isoformes
sont synthétisées suite à l’oxydation, par les RALDHs, du RAL de même
conformation sans isomérisation comme c’est le cas pour l’AR tout-trans.
1.10 Les objectifs
Le principal objectif de cette thèse est d’étudier la biosynthèse des différentes
isoformes de l’acide rétinoïque par des RALDH1s, sauvages ou chimériques.
Nous voulons développer des outils afin d’étudier le métabolisme de I’AR in
vitro, dans des lignées cellulaires et in vivo, de mieux comprendre les interactions
de l’enzyme avec le substrat, et de déterminer l’implication des différentes
isoformes de 1’AR dans les divers processus physiologiques.
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CHAPITRE 2
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L’AR est un élément important dans l’organisme où il régule l’expression de
plusieurs gènes, cependant il reste beaucoup à connaître sur sa synthèse. Nous
avons développé un modèle cellulaire afin d’étudier le métabolisme et la synthèse
d’AR par une RALDH1. L’enzyme que nous avons cloné des cellules JTC12 est
très similaire à l’enzyme RALDH1 humaine. Ces études nous ont permis dans un
premier temps de démontrer que les cellules exprimant une RALDH1 endogène
pouvaient produire de l’AR à partir d’un substrat RAL et que le produit ne
subissait aucune isomérisation. Nous croyons que ces données sont transposables
dans un organisme vivant et que l’AR produit provient de l’oxydation d’un
isomère de RAL de même conformation isomérique. Deuxièmement, nous avons
démontré que la RALDH1 de singe possédait une activité pour la forme 13-cis
tout comme l’enzyme humaine. Nous supposons que si l’enzyme peut oxyder
cette forme c’est qu’elle doit avoir une importance dans L’organisme. Le cloange
de cette enzyme RALDH1 de singe nous permettra peut-être d’éclaircir le rôle de
cet isomère dans un procahin avenir.
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2.1 Abstract
All-trans and 9-cis retinoic acid function as ligands for retinoic acid receptors
(RARs and RXRs), which are ligand-dependent transcription factors and play
important roles in development and cellular differentiation. Severai retinal
dehydrogenases are iikely to contribute to the production of all-trans and 9-cis
RAs in vivo, but their respective roles in different tissues are stili pooriy
characterized. We have previously characterized and cloned from kidney tissues
the rat retinal dehydrogenase type 1 (RALDH1), which oxidizes all-trans and 9-
cis retinai with high efficiency, but is inactive with 1 3-cis retinaÏ. Here we have
characterized the retinai-oxidizing activity in monkey JTC12 celis, which are
derived from kidney proximal tubuies. In vitro assay of celi lysates reveaied the
presence of a NAD-dependent dehydrogenase that catalyzed the oxidation of ail
trans, 9-cis and 1 3-cis retinal. Northem blot analysis of JTC 12 RNAs and cloning
by reverse transcription-polymerase chain reaction demonstrated expression of a
monkey homolog of RALDH1. Bacterially expressed JTCY2 RALDH1 catalyzed
conversion of ail three retinai isomers, with a higher catalytic efficiency for 9-cis
retinal than for aii-trans and 13-cis retinal. Accordingiy, iive JTC12 produced 9-
cis retinoic acid more efficientiy than all-trans retinoic acid from their respective
retinai precursors. Oniy metabolites corresponding to the same steric
conformation were formed from 9-cis or all-trans retinal, indicating a iack of
detectable isomerizing activity in JTC 12 ceiis.
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2.2 Introduction
Retinoids are important regulators of ceil growth, differentiation and embryonic
development (1-3). They are also needed for normal vision, reproduction and
immunity (4-6). The biological actions of retinoids are mediated through binding
and modulation ofretinoic acid receptors (RARs) or retinoid X receptors (RXRs),
which function as ligand-dependent transcription factors (7). All-trans retinoic
acid (RA) is a natural ligand for RARs, and 9-cis RA binds to both RARs and
RXRs (8). The influence of vitamin A (retinol) in the control of gene expression
is made possible by enzymes regulating RA synthesis. RA is formed from retinol
via a 2-step metabolic pathway that involves oxidation of retinol to retinal and
then of retinal to RA (9,10). Although the metabolic pathways leading to the
formation of all-trans and 9-cis RAs are beginning to be elucidated, the enzymes
controlling production of these compounds within specific ceils and tissues are
stili poorly characterized. In particular, it is not firmly established whether both
all-trans and 9-cis RAs can be produced from the precursor all-trans retinol.
Several studies have shown that extemally supplied all-trans, 9-cis and 13-cis
RAs are isomerized into cis or trczns RAs in ceils and tissues and appear to reach
equilibrium (11-16). Since no isomerase(s) involved in these processes have been
identified, it is generally believed that the interconversion of cis-trans RA occtirs
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in ceils through non-enzymatic mechanism(s), although it is flot clear whether this
can happen at the level of retinol, retinal andlor retinoic acid (16,17).
We have previously reported the purification, cloning and characterization of a
retinal dehydrogenase (RALDHI) from rat kidney that oxidized all-trans and 9-
cis retinal, but flot 13-cis retinal to the corresponding acids (18-20). We have also
demonstrated that rat RALDHY is highly expressed in the proximal tubules ofthe
developing kidney, suggesting a role in RA production during tubulogenesis (21).
In addition rat RALDH1 is expressed in other tissues such as trachea, intestine,
and stomach epithelia, indicating its role in RA production needed for epithelial
celi differentiation (22, 23). In human, RALDH1 is highly expressed in kidney
and liver tissues (24). On the other hand, in the mouse, RALDH1 is detected in
mesonephros of 10 day old embryo but is flot expressed in the aduÏt kidney (25).
In the present report, we have characterized the RALDH expressed in a monkey
kidney celi une (JTC 12) and investigated the production of isomers of RA by
these ceils. The enzyme cloned was found to be the most homologous to human
RALDH1. Its expression in kidney JTC12 ceils is consistent with the reported
high expression of rat RALDHY in kidney. In addition, monkey RALDH
catalyzed formation of all-trans, 9-cis or 13-cis isomers of RA from the
corresponding retinal isomers in vitro, with a 2-fold higher catalytic efficiency for
9-cis retinal. Similarly, 9-cis RA was formed more efficiently than all-trans RA
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when JTC12 celis were incubated with ail-trans or 9-cis retinal, respectively,
without detectable equilibrium between RA isomers.
2.3 Materials and Methods
2.3.1 Chemicals and reagents
Al1-trans, 9-cis and 13-cis retinal and all-trans and 13-cis RAs were purchased
from Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO). Standard all-trans, 9-cis and 13-cis
retinol were synthesized from corresponding retinai by NaBH4 reduction as
described earlier (26). 9-cis RA was obtained from Hoffmann-La Roche (Basel,
Swizerland). The purity of the retinal substrates was assessed by reverse and
normal phase high pressure liquid chromatography (HPLC) (27) and was found to
be at least 99% pure. Ail HPLC grade solvents were purchased from the Fisher
Scientific Company (Toronto, Ontario).
2.3.2 Ccli culture
JTC12 (monkey kidney proximal tubule) ceils were cultured in Dulbecco’s
modified Eagle’s medium (Gibco BRL) supplemented with 10% (v/v) fetal
bovine serum, high glucose and antibiotics, penicillin and streptomycin (Sigma) at
37°C in an incubator containing 5% C02.
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2.3.3 Northern blot analysis
Expression of RALDH transcripts in JTC12 celis was analyzed by Northem blot
essentially as described earlier (22). Total RNAs from celis were isolated with
Trizol pure reagent (Gibco BRL) according to the manufacturer’s protocol. 10-15
ig of total RNA were separated j 1.1% agarose gels and transferred to a Nytran
membrane. The blots were prehybridized and hybridized at 68°C, using Quickhyb
reagent (Stratagene, La Jolla, CA). They were then washed twice with 2X SSC,
0.1% SDS at room temperature for 15 min. and then with 0.1X SSC, 0.1% SDS at
50°C for 30 min (10w stringent condition). Under high stringent conditions the
blots were washed with 0.1X SSC, 0.1% SDS at 65°C for 30 min. Full length rat
kidney RALDH cDNA that was labeled with [32PJ dCTP served as a probe.
2.3.4 Immunoblot analysis
for immunoblot analysis, ceils and tissues were homogenized in 1.0 ml of 100
mM ice-cold Tris-HC1 buffer, pH 8.0, containing 3 mM EDTA and a mixture of
protease inhibitors. The homogenate was centrifuged at 10,000 x g to remove
debris and unhornogenized materials. The protein present in the supernatant was
boiled in sample buffer, separated by 8% sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide
gel electrophoresis (SDS-PAGE), and transferred to Hybond nitrocellulose
(Amersham). Blots were blocked with 0.05% Tween-20 in 5% bovine serum
albumin before incubation with antibody. Immunoreactive protein was detected in
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an ECL Western blotting system. An antibody raised against rat RALDH1
(peptide conesponding to residues 5-16) (28) (kindly supplied by Dr. James
Lipsky, Mayo Clinic Foundation, Rochester, MN) was used in immunoblot
analysis.
2.3.5 C]oning of cDNA
Monkey RALDH1 cDNA was cloned from JTC12 total RNA by reverse
transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR). The primers from hurnan
RALDH1 sequence were used in RT-PCR (29). The forward and reverse primers
consist of the BamH I restriction site and 5’-sequences (oligos 1-20,
atgtcatcctcaggcacgcc) and an EcoR I restriction site and the reverse complement
of 3’-sequences (oligos 1487-1506, ctctcagaagaactcataa) respectively. First strand
cDNA was synthesized with 2 ig of RNA from JTC12 celis using M-MLV
reverse transcriptase (Gibco BRL) and 3’-primer. This was followed by a PCR
that contained both 5’- and 3’-primers and Taq polymerase using Super Script
system (Gibco BRL). The PCR product was separated on 1% agarose gel, and a
1.5-kb band was isolated on DE $1 paper. The 1.5-kb PCR product that contained
the RALDH open reading frame was sub-cloned into the BamH I and EcoR I sites
of the pGEX-2T bacterial expression vector (Pharmacia Biotech). Two clones
originating from independent PCR reactions were sequenced.
69
2.3.6 Recombinant RALDH expression and purification
The RALDH1 clone in pGEX-2T vector was transformed into E. Cou BL21
(DE3) and expressed with gÏutathione-S-transferase (GST) fusion protein at the
amino terminus. The expressed protein was purified from crude bacterial extract
with a GST affinity column foiiowed by excision with thrombin as described
previousiy (30). The purity ofthe enzyme was assessed by SDS-PAGE.
2.3.7 RALDH activity assays
Assays for monkey RALDH1 activity were carried out essentially as described
previously for rat kidney RALDH1 (31). Ccli lysates or tissue extracts were
incubated for 60 min at 25°C with an assay mixture (250 tL) containing 10 iM
each ofall-trans, 9-cis or 13-cis retinal (added in 2.5 jiL dimethyl suifoxide) and
603 pM NAD in 100 mM phosphate buffer, pH 7.5, containing 0.02% Tween-80
and 161 mM dithiothreitol. To determine the kinetic constants of purified
recombinant RALDH, various concentrations ofretinal substrates (1-20 jiM) were
incubated with a fixed amount of enzyme. Immediately afler the reactions, the
assay mixture was extracted with 400 jiL of butanol/acetonitrile (1:1), and the
reaction product was analyzed by HPLC. Assays were performed under yellow
light or in minimal light to minimize the photoisomerization ofretinoids.
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2.3.8 Retinoid metabolïsm by JTC12 celis
Ceils at least 70% confluent were used in retinoid metabolism studies. In
cytotoxic assays and titration experiments, 2.5 million celis in 10-cm dishes were
incubated with 1 jiM, 5 iM or 10 iM all-trans retinal for 24 h. In later
experiments, celis were incubated for 3 h with 10 !.tM all-trans, 9-cis or 13-cis
retinal. Retinoids were freshly prepared in ethanol, and their purity was checked
by UV spectrum and HPLC before their addition to the medium. Formalin-fixed
celis served for control incubations with retinoids. Afler incubations with
retinoids, the medium was removed and the celis were washed twice with cold
phosphate-buffered saline (PBS). They were then collected from the dish by
scraping and suspended in 0.5 ml PBS. Cell lysates were prepared by freezing and
thawing 3 times. Afier gently vortexing for a few seconds, the samples were
centrifuged at 2,000 rpm for 15 min at 4°C to remove ceil debris, and supematants
were collected. Retinal, retinol and RA were extracted from the cell lysates (250
jiL) with butanol/acetonitrile (400 jiL, 1:1). An aliquot was directly injected onto
HPLC for the separation and quantification of retinoids. To detect the formation
of retinyl esters, the lysates were extracted twice with 3 ml of petroleum ether.
Retinyl esters were separated by alumina coÏumn chromatography as described
earlier (32), and their identities were verified by spectrophotometry and HPLC
(33).
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2.3.9 HPLC analysis
RA, retinol and retinal were separated on a 4.6 x 250 mm Partisil 10 ji ODS
(irregular shaped, 10% carbon loading from Phenomenex, Inc., Torrance, CA)
with acetonitrile/water (40:60 v/v) containing 10 mM ammonium acetate as the
mobile phase and at a flow rate of 1.2 mL/min. In this HPLC system, cis-retinoids
are not separated from each other but are separated from their respective trans
retinoids. The identity of each cis-retinoid isomer (9-cis and 1 3-cis) and the
formation of retinyl esters were studied in other HPLC systems described earlier
(33, 34). Retinoids were detected by absorbance at 330 nm on a Shirnatzu LC- 7A
liquid chromatography system. Retinoid peaks were identified and quantified by
companng their retention times and integrated areas under the peak against those
ofknown amounts of pure standard retinoids.
2.4 Results
2.4.1 Characterization ofthe RALDU expressed in JTC12 celis
Northern blot analysis of RNA extracted from JTC 12 cells under low stringency
conditions using full length rat kidney RALDH1 cDNA as a probe revealed an
abundant 2.2 kb transcript (fig. lA). The size of the transcript was slightly
higher than that of rat kidney RALDH1 (fig. lA, lane 2). However, under high
stringency conditions, the probe hybndized with rat RALDH1 but not with the
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transcript from liC 12 cells, suggesting differences in primaiy sequences between
the two messenger RNAs. Western blot analysis using anti-rat RALDHÏ showed
no signal (data flot presented), indicating that the peptide sequence of JTC 12
ALDH differs from that of rat RALDH1 between amino acids 5-16, the epitope
recognized by the antibody. Note however that this antibody does flot recognize
human RALDH1, due to sequence divergence in this epitope. We next examined
whether the JTC12 ALDH transcript hybridizes with other cytosolic ALDHs,
such as RALDH2 and RALDH3, which also catalyze retinal oxidation (30, 35). A
cDNA probe corresponding to mouse RALDH2 did flot hybridize, and a mouse
RALDH3 probe recognized only a faint doublet around 3 kb (data flot presented),
suggesting that the main ALDH found in JTC 12 cells is the monkey homolog of
the RALDH1.
To test whether the JTC12 ALDH has activity with retinal substrates, we
performed retinal dehydrogenase assays in crude celi extracts, using initially aIl
trans retinal as substrate. Similar to rat kidney extracts, the JTC12 ceil extracts
showed high NAD-dependent RA-synthesizing activity (Fig. lB). The ability of
JTCI2 celi extracts to catalyze the oxidation of all-trans, 9-cis and 13-cis retinal
was examined to compare the substrate selectivity of the RALDH expressed in
these celis with those reported for human, mouse or rat RALDH1. While ah three
enzymes catalyze oxidation of ahl-trans and 9-cis retinal, they differ in their
properties with 13-cis retinal, which is a substrate only for human RALDH1. The
rates of RA production using JTCI2 cefl extracts were linear to protein
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concentrations up to 75 fig. The RALDH present in these extracts had high
activity with 9-cis retinal, and slightly lower activity with all-trans and 13-cis
retinal (fig. 2). Thus, the substrate selectivity of the JTC 12 RALDH with 1 3-cis
retinal is doser to that of the human enzyme than to those of the rodent enzymes.
Together, the resuits of the NorthenVWestem experiments and of the enzymatic
assays suggest that the RALDH expressed in JTC12 ceils is rnost closely related
to human RALDH1 (19,36).
2.4.2 Kinetic properties of the recombinant JTC12 RALDH
Since the initial characterization of the JTC 12 RALDH indicated high similarity
with human RALDH1, we used 5’-and 3’-primers derived ftom human ALDH1 in
a RT-PCR assay to clone the cDNA corresponding to the monkey enzyme. The
cDNA obtained encoded a deduced protein of 500 amino acids (fig. 3) with
closest amino acid identity with human ALDH1 (98.6 %) (29). Monkey RALDHI
also shared $5.6 % and $6.2 % amino acid identity with rat and mouse RALDHI
respectively (Fig. 4) Note that 9 amino acids out of 12 differ between monkey
RALDH 1 and rat RALDH 1 in the N-terminal epitope recognized by the antibody
used in Western blotting, explaining its lack of cross-reactivity with JTC 12
extracts.
To investigate whether the cloned cDNA expresses a protein with enzymatic
properties for retinal oxidation sirnilar to those observed with crude extracts, we
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expressed it in an E. cou system. The purified recombinant enzyme showed an
expected molecular mass of 55 kDa (Fig. 5). The pH optimum of the expressed
enzyme for all-trans retinal oxidation was 9 (Fig. 6B), similar to the pH optimum
of the enzyme characterized in crude extracts (Fig. 6A). Next, we tested the
activity of recombinant RALDH for retinal isomer substrates. Similarly to the
activity observed in crude celi extracts (Fig. 2), the E. coli-expressed enzyme also
catalyzed oxidation of the 3 retinal isomer substrates to the respective RAs (data
flot presented).
To test whether the kinetic properties of recombinant JTC 12 RALDH for retinal
substrates are similar to those of human ALDH1 (36), we assessed its saturation
kinetics with all-trans, 9-cis and 13-cis retinal. The recombinant enzyme
exhibited the highest activity for 9-cis retinal followed by all-trans and 1 3-cis
retinal oxidation (Fig. 7). The Km for 1 3-cis retinal was 2-fold lower than for ail
trans retinal. However, no significant difference was observed in the catalytic
efficiency (Vmax/Krn) of 1 3-cis and all-trans retinal conversion to the respective
RAs (Table 1). On the other hand, 9-cis retinal showed 2-fold higher catalytic
efficiency when compared to ail-trans retinal oxidation. Overali, the kinetic
properties were similar to those ofpurified human ALDHI (36).
75
2.4.3 Metabolism of retinal isomers by JTC12 ceils
The presence of trace amounts of retinal, the intermediate in the synthesis of RA
from retinol, lias been demonstrated in tissues (37). However, littie is known
about whether stereochemical integrity is maintained in celis during RA
metabolism. Since JTC12 ceils express high levels of an RALDH that is capable
of oxidizing all-trans, 9-cis and 1 3-cis retinal, metabolic studies performed with
these celis should provide valuable information as to the possibility of
intracellular conversion between retinal isomers.
In initial experiments, JTCÎ2 celis were incubated for 24 h with various
concentrations of all-trans retinal (1-10 iM) to assess the sensitivity of the HPLC
assay for detection of RA produced, and the potential toxicity of the retinal
substrate. Celi viability was examined by trypan blue exclusion and indicated that
the retinal concentrations used were flot toxic. Since a dose-dependent increase in
RA levels was observed in this range of concentrations (fig. 8), more detailed
metabolic studies were then performed in JTC 12 cells using 10 tM of retinai
isomers. The purity of all-trans, 9-cis and 13-cis retinal susbtrates before
incubation was found to be greater than 99% by HPLC analysis (Figure 9, panels
A, B and C respectively). Ail retinoid-containing solutions were prepared in the
dark just before incubation. The typical HPLC profiles of the lipid extracts from
celis incubated with all-trans, 9-cis or 13-cis retinal for 3 h are presented in
Figure 9, panels D, E and F respectively. The celis took up all-trans retinal from
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the medium and converted it into either all-trans retinol or all-trans RA (Fig. 9D,
peaks 2 and 4), while no cis isomers of retinol or RA were detected. InterestingÏy,
we did flot detect retinal in ceil extracts, indicative of its complete metabolism.
Similarly, 3 h of incubation with 9-cis retinal resulted in the formation of 9-cis
RA by the celis (Fig. 9E, peak 1), and neither all-trans RA nor all-trans retinal
were produced. Note that 9-cis retinol was not detected either. In paraïlel
experiments, ceils pre-treated with formaldehyde for 1 min (dead celis) did flot
produce any metabolites of all-trans or 9-cis retinal, indicating that metabolites
were formed in the ceils. On the other hand, the metabolic profile of 1 3-cis retinal
showed formation of all-trans RA, all-trans retinol and alÏ-trans retinal with no
1 3-cis RA or 1 3-cis retinol (Fig. 9F), while trace amounts of 1 3-cis retinal were
stiil present in the ceils (Fig. 9F, peak 7). Since mainÏy all-trans retinoid
metabolites were present in celis incubated with 1 3-cis retinal, one possibility is
that most of the 1 3-cis retinal might have been isomerized non specifically in the
medium to ail-trans retinal, and that all-trans retinal might have been
preferentially taken up by the ceils and metabolized to the respective RA or
retinol. To explore this possibility, we incubated formalin-fixed celis with 1 3-cis
retinal and anaÏyzed the retinoids extracted from the medium. Indeed, more than
45% of Ï3-cis retinal was isomerized to all-trans retinal in the medium at 3 h of
incubation (data flot shown). At present, we have flot succeeded in keeping the
integrity of the steric configuration of 1 3-cis retinal in the incubation medium,
thus preventing assessment ofthe metabolism of 1 3-cis retinal in JTC12.
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Although the presence of retinyl esters was flot routinely examined, because of
the need to use relatively tedious chromatographic systems to separate and
quantify the isomers of retinyl esters, alumina chromatography and HPLC
analysis demonstrated the presence of retinyl esters in ceils incubated with ail 3
retinal isomers (data flot shown), indicating that JTC12 celis express retinyl
esterases and store retinol in the form ofretinyl esters.
The levels of all-trans or 9-cis RA or retinol formed in ceils incubated for 3 h
with all-trans or 9-cis retinal, respectively, is iliustrated in Figure 10. At 3 h of
incubation, the cellular levels of 9-cis RA were 5-fold higher than of all-trans RA,
while all-trans retinol accumulated more than 9-cis retinol over the same time
period. This higher efficiency in the conversion of 9-cis retinal to RA than of the
all-trans isomer is consistent with the in vitro properties ofthe monkey RALDH1.
2.5 Discussion
Although a wealth of information is available on the role of retinoid receptors in
retinoid signaling, less is known about the metabolic pathways involved in the
biosynthesis of RA isomers in target tissues. To analyze the biosynthetic
pathways of retinoid isomers in an intact celi system, we characterized the RA
synthetic enzyme expressed in a kidney-derived celi une, JTC12. The expression
levels and activity for the three retinal isomers of the RALDH enzyme expressed
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in JTC 12 ceils suggested that JTC 12 is a good model to explore the biosynthesis
of RA isomers in a cellular environment.
We have previously reported the kinetic properties of several RALDHs for retinal
isomer substrates (19,30,36), and characterized the amino acid regions that are
important for all-trans and 9-cis retinal oxidation (38). The observation that the
JTC 12 RALDH activity catalyzed the oxidation of the tbree retinal isomer
substrates (Fig. 2), and the lack ofhybridization with a probe for RALDH2, which
also oxidizes the three retinal isomers (30), indicated that this activity is most
similar to human ALDH1 (36). This homology was confirmed by sequencing of
the cloned cDNA (Fig. 3), and the properties of the recombinant enzyme, such as
molecular mass (Fig. 5), pH optimum (Fig. 6) and kinetic constants (Fig. 7, Table
1), were found to be veiy similar to those of human ALDH1 (36). Furthermore,
the transcript (2.2 kb) that hybridized with rat kidney RALDH1 cDNA at low
stringency (Fig. 1) hybridized strongly with the cloned cDNA under high
stringency conditions (data flot shown), confirming that the cloned monkey
RALDH1 is indeed the retinal dehydrogenase expressed to high levels in JTC12
ceils.
One aspect of retinoid signaling that is not yet clear is the metabolic route of ail
trans, 9-cis and 1 3-cis RA formation in vivo. It is generally accepted that ail-trans
retinol is the main precursor retinoid for the formation of RAs in vivo (39). Note
in addition that while it is generally believed that ali-trans and 1 3-cis RA are
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naturally-occurring retinoid forms (17,38), the occurrence of 9-cis RA in tissues
and celis is stiil disputed (8,40-43). However, the existence of 9-cis and 1 3-cis
retinol has been documented (19, 39). Several enzymes involved in the first
oxidation step of the RA biosynthetic pathway have been shown to catalyze the
oxidation of all-trans, 9-cis and 1 3-cis retinol to the respective retinals (9,10,44).
In the second step of RA synthesis, retinal is oxidized by at least 3 types of
NADtdependent RALDHs differing in tissue expression and catalytic
efficiencies for retinal isomers (9). Enzymatic assays have ciearly demonstrated
that the retinoids maintain their steric configuration during the oxidation process
of retinol to RA in vitro using either pure or recombinant enzymes (19,30,39).
However, the metaboiism of retinoids within tissues and celis is complex. Retinol
taken up by the ceils undergoes various metabolic transformations that include
esterification to retinyl esters, activation to RA, and conjugation to giucuronic
acid (9,10,45). Since JTC 12 celis constitutiveiy express high levels of an RALDH
activity that catalyzes oxidation of ail three retinal isomers into the corresponding
RA isomers in vitro, we wanted to characterize the metabolites formed from each
isoform of retinai and to assess whether isomerization can occur in live JTC12
celis.
HPLC anaiysis of celi extracts incubated with retinai isomers showed a dose
dependent production of RA produced in JTC12 celis (fig 8). Aithough retinai
can form Schiff s bases with groups of proteins and amino acids (46), no
cytotoxicity was observed at the concentrations used. In addition to oxidation to
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RA, all-trans retinal was also reduced to retinol (Fig. 9, peak 4) and subsequently
esterified (data flot included), suggesting the presence of retinol reductase and
esterase in JTC 12 ceils. Since the first metaboÏic conversion of retinol to RA is a
reversible reaction, the reductase may well represent a retinol dehydrogenase (10).
Several investigators have reported that reduction to retinol and subsequent
esterification to retinyl esters are the main metabolic products of administered
retinal isomers in ceils and tissues (39,47). However, no retinol was detected afler
a 3h incubation period with 9-cis retinal, while high levels of 9-cis RA were
produced compared to aIl-trans RA (Fig. 1OA), consistent with the substrate
selectivity observed with recombinant RALDH1 in vitro (Fig. 7, Table 1). It is
interesting that neither all-trans or 9-cis retinal was detectable in the celis (Fig.
9D and E), indicating rapid exhaustion of the substrate by oxidative and reductive
enzymes.
In vivo, retinal is formed either from the oxidation of retinol or cleavage of f3-
carotene. However, the bulk of retinal generated from f3-carotene is converted to
retinol and then to retinyl esters, which are stored in peripheral target ceils, or in
the case of intestinal uptake, are transported by chylomicrons to the liver and
subsequently stored in stellate ceils (48). The rates of cleavage of 9-cis and 1 3-cis
f3-carotene are slower than that of the all-trans isomer (49). This may affect the
rates of conversion of retinal isomers, formed from carotenoid precursors, to
either retinol or RA. In addition, the expression levels and the substrate
specificities of RALDHs and reductases may influence the metabolism of retinal
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isomers. Our experiments on retinal metabolism by JTCÏ2 ceils support the
notion that the synthesis of either RA or retinol from retinal depends on the
relative activities and specificities of RALDHs and retinal reductases for retinal
substrates. Since retinal does not exist in free form in the celis, it is likely that
retinal taken up by the cells is metabolized rapidly either to RA or retinol.
A recent study demonstrated that all-trans RA is a major metabolite of 13-cis
retinal in pregnant rats supplemented with Ï 3-cis retinal (47). We also observed
production of all-trans metabolites in JTC12 ceils incubated with 13-cis retinal,
but this isomerization could be attributed to the significant conversion of 1 3-cis
retinal to all-trans retinal in culture media (Fig. 9F). To examine whether 13-cis
retinal maintains its steric configuration during metabolic conversion in the cells
requires methods to stabilize it during incubation. Nevertheless, this problem was
flot encountered with all-trans or 9-cis retinal, which were converted to their
respective metabolites without detectable isomerization by live JTC 12 cells (Fig.
9). Several studies have shown that isomerization of the trans and cis isomers of
extemally provided RAs varies between 2-15% of total RA in tissues, celis and
microsomal extracts (11-15). Note that the detection limit of RAs in our HPLC
systems is 1 pmol, which represents about 7.5% of the all-trans RA and 1.5% of
the 9-cis RA produced in an assay of JTC 12 cell extracts afier in vivo incubation
(Fig. ÏOA). Thus if conversion of 9-cis to all-trans RA takes place in JTC12 ceils,
it occurs with very low efficiency. These observations are consistent with the
findings of Sass et al. (47) and Kraft et al. (50), who reported that ali-trans and 9-
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cis RA are the predorninant in vivo metabolites of administered all-trans and 9-cis
retinal, respectively. Furtherrnore, Liu et al. (51) demonstrated that parathyroid
ceils do flot convert all-trans RA to 9-cis RA, but synthesize 9-cis RA from ail
trans retinol. Taken together, these observations suggest that RA isomers are
generated in target celis from different precursor retinoids rather than by isomeric
exchange. Future studies directed towards the generation and use of selective
retinal isomer-oxidizing enzymes (38) in in vitro transfection protocols as well as
in an in vivo-expressing transgenic mouse system should provide greater insights
into the formation and metabolic conversion of RAs.
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2.8 Figure Iegends
Figure 2.1. A: Northem analysis of total RNA (10 tg) from JTCÏ2 ceils (lane 1)
and aduit rat kidney (lane 2). The blot was hybridized under low stringent
conditions as described in Materiais and Methods. B: Retinal-oxidizing activity in
extracts from JTC 12 celis and aduit rat kidney. 75 tg of crude protein extract and
10 iM ofaii-trans retinal were used in the assay.
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Figure 2.2. Rates of RA synthesis from 9-cis (.), al]-trans (•) or 13-cis (Â)
retinal with increasing protein concentrations
Various concentrations of crude protein extract from JTC 12 celis were incubated
with 10 tM of retinal isomers at 25°C for 1 h. Each point in the curve represents
the average oftriplicate values.
Figure 2.3. Nucleotide and deduced amino acid sequences of the monkey
RÀLDH1 open reading frame
The amino acids that are different from human ALDH1 are indicated in bold.
Sequence data have been deposited with the GenBank accession number
AF54241 8.
Figure 2.4. Comparison of amino acid sequences of monkey RALDH1
(m0RALDH1) with other ALDH fami]y members
Sequence identity between ALDHs is indicated by dashes. hALDH1, rRALDH1,
mRALDH1 represent human, rat and mouse RALDHs respectively. Sequences
were obtained from Gen3ank accession number, hALDH1 NM0006$9;
rRALDH1 L42009 and mRALDH1 NM 013467.
Figure 2.5. Expression of monkey RALDII1 in E. cou
Lane 1, Molecular weight markers; 2, bacterial lysate transfected with the empty
vector; 3 and 4 whole bacterial extracts from BL2 1 (DE3) celis transformed with
the pGEX-2T-RALDH1 expression vector and purified enzyme by glutathion
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Sepharose followed by excision with thrornbin respectively. Proteins (6 tg) were
loaded on an $DS-polyacrylamide gel (10 %) and visualized by 0.05%
Coomassie Brilliant blue.
Figure 2.6. The pH optimum for all-trans RA synthesis is similar for native
and recombinant monkey RALDH1
35 tg and 0.6 tg respectively of crude extract (A) and pure recombinant proteins
(B) were used in the assay. The reaction was performed with 10 tM all-trans
retinal. Each point is the average of triplicate values. (.) Phosphate buffer 0.1
mM, pH 7-8; (.) Tris-HC1 buffer 0.1 mM, pH 7.5-9.0; (Â) Bicarbonate buffer
0.1 mM, pH 9-11.
Figure 2.7. Saturation kinetics of recombinant monkey RALDHJ for retinal
isomers
Assays were performed with 0.4 tg recombinant protein. (.) 9-cis; (.) all-trans;
and (Â) 1 3-cis retinal. Each point in the curves represents the average of 3
replicates.
Figure 2.8. Levels of RA synthesized in JTC12 ceils incubated with various
concentrations of ail-traits retinal
Al1-trans retinal was added to the culture medium in 5 i1 (0.1 % final
concentration in medium) ethanol and incubated for 24 h. RA was extracted from
the cells and analyzed by HPLC as described in Materials and Methods.
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Figure 2.9. Representative HPLC chromatograms of standard retinal
isomers (upper pane]) and their metaboiites generated in JTC12 ce]ls (Iower
panel)
Arrows 5, 6 and 7 indicate the elution positions as well as the purity of die ail
trans (A), 9-cis (B) and 13-cis (C) retinal standards that were used in the
metabolic studies. D, E, and f represent the metabolic profiles of ceils incubated
with all-trans, 9-cis, and 1 3-cis retinal for 3 h respectively. Arrow 1 represents the
elution position of 9-cis and 13-cis RA; 2, all-trans RA; 3, 9-cis and 13-cis
retinol; 4, all-trans retinol.
Figure 2.10. Biosynthesis ofRÀ and retinol from retinal precursors in JTCJ2
ceils
JTC12 celis were grown in medium suppiemented with 10 tM ail-trans or 9-cis
retinal for 3 h. RA (A) or retinol (B) metabolites were measured by HPLC. The
resuits represent the mean value oftriplicate experiments.
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Table I
Substrate specificities of recombinant RALDH of JTC 12 ceils for retinal isomers
Retinal Km Vmax Vmax/Km
isomers (iM) (nmol/min!mg) (pM)
AlI-trans 3.21 14.08 4.49
9-cis 2.63 24.15 9.19
13-cis 1.51 9.35 6.22
cDNA for RALDH was isolated from JTC12 celis and expressed in E cou. The
recombinant protein was purified as described in Materials and Methods. The
kinetic constants represent the average of 2 or more independent determinations
where each point in the curve ofeach experiment is the average of 3 replicates.
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Figure 2.3
1 ATGTCATCCTCAGGCACGTC]GACTTACCTGTCCTACCTACCGATTTGAAGATTCAATAT
M ES S G T S D LPV L PT DL K I Q Y 20
61 ACTAAGATCTTCATACAATGAATGGCATGATTCAGTGAGTGGCAAGAAATTCCCTGTC
T KIF I N N E WHD S VS G K KF? V 40
121 TTTAATCCTGCAACTGAGGAGGAGCTCTGCCAGGTAGAAGAAGGAGATA]GGCAGATGTT
F N? A T E E E L C Q V EE GD KA D V 60
181 GACAAGGCAGTGAAGGCTGCAGACAGGCTTTCCAGATTGGATCTCCATGGCGTACTATG
D KA V K A A R QA F Q 1G S P W R T N 80
241 GATGCTTCTGAGAGGGGACGACTATTATACAAGTTGGCTGATTTAATCGAAAGAGATCGT
D AS E R G R L LY K LAD LI E R D R 100
301 CTGCTCCTGGCGACAATGGAGTCAATGAATGGTGGAAAACTCTATTCCAATGCATATCTG
L L L A T M E S N N G G K L Y S N A Y L 120
361 AATGATTTAGCAGGCTGCATCAAAACATTGCGCTACTGTGCAGGTTGGGCTGACAAGATC
N D L A G C I K T L R Y C A G W A D K I 140
421 CAGGGCCGTACTACCTTGATGGCTTTTTTACATATAC\JGACATGAACCTATT
Q G R T I P I D G N F F T Y T R H E P I 160
481 GGTGTATGTGGCCAAATCATTCCTTGGATTTCCCGTTGGTTATGCTCATTTGGAAGATA
G V C G Q I I P W N F P L V M L I W K I 180
541 GGGCCTGCACTGAGCTGTGGAAACACAGTGGTTGTCAAACCAGCAGAGCAAACTCCTCTC
G P A L S C G N T V V V K P A E Q T P L 200
601 ACTGCCCTCCACGTGGCATCTTTAATAAAAGAGGCAGGGTTTCCTCCTGGAGTAGTGAAT
T A L H V A S L I K E A G F P P G V V N 220
661 ATTGTTCCTGGTTATGGGCCTACAGCAGGGGCAGCCATTTCTTCCCACATGGATATAGAC
I V P G Y G P T A G A A I S S H M D I D 240
721 AAAGTAGCCTTCACAGGATCGACAGAGGTCGGCAAGTTGATCAAAGAAGCTGCCGGGAAA
KVA F T G ST EVG K LI KE AA G K 260
781 AGCAATCTGAAGAGGGTGACTCTGGAGCTGGGAGGAAAGAGCCCTTGCATTGTGTTAGCT
S NL K R V T L E L G G KS PC IV L A 280
841 GATGCTGACTTGGACAATGCTGTTGAATTTGCACACCATGGGGTGTTCTACCACCAGGGC
D AD L D N A V E FA H HG VF Y H Q G 300
901 CAGTGTTGTATAGCCGCATCCAGGATTTTTGTGGAAGAATCAATTTATGACGAGTTTGTT
Q CCI A A S R IF V E ES I Y D E F V 320
961 CGAAGGAGTGTTGAGCGGGCTAAGAAGTATATCCTTGGA]\ATCCTCTGACCCCAGGAGCT
R ES V E R A K KY I L GN P L T P G A 340
1021 ACTCAAGGCCCTCAGATTGACAAGGAACAATATGATAAAATACTTGACCTCATTGAGAGT
T Q G P Q I D K E Q Y D K I L D L I E S 360
1081 GGGAAGAAAGAAGGGGCCACTGGAATGTGGAGGAGGCCCGTGGGGGAATAAAGGCTAT
G K K E G A K L E C G G G P W G N K G Y 380
1141 TTTGTCCAGCCCACGGTGTTCTCTAATGTTACAGATGAGATGCGCATTGCCAAAGAGGAG
F V Q P T V F S N V T D E N R I A K E E 400
1201 ATTTTTGGACCAGTGCAGCAAATCATGAAGTTTAAATCTTTAGATGACGTGATCAAAAGA
I FG P V Q Q IN K F K SL DD VI K R 420
1261 GCAAACAATACTTTCTATGGCTTATCGGCAGGAGTCTTTACCAATGACATTGATAAAGCC
A N N T F Y G L S A G V F T N D I D K A 440
1321 GTAACCATCTCCTCTGCTCTGCAGGCAGGAACAGTGTGGGTGAATTGCTATGGCGTGGTA
V T I S S A L Q A G T V W V N C Y G V V 460
1381 ACTGCCCAGTGTCCCTTTGGTGGATTCAAGATGTCTGGAATGGACGAGAACTGGGAGAG
T A Q C P F G G F K N S G N G R E L G E 480
1441 TACGGTTTCCATGAI’JACACAGAGGTCAAAACAGTCACGGTGAAAATCTCTCAGAAGAAC
Y G F H E Y T E V K T V T V K I S Q K N 500
1501 TCATAA
*
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Figure 2.4
mcRALDH1 MSSSGTSDLP VLPTDLKIQY TKIFINNEWH DSVSGKKFPV FNPATEEELC 50
hALDH1 P L
rRALDH1 ---PAQPAV- APLAN----H L VI
mRALDH1 ---PAQPAV- APLA H N L VI
moFALDH1 QVEEGDKADV DKAVKAARQA FQIGSPWRTM DASERGRLLY KLADLIERDR 100
hALDH1 E
rRALDH1 H N M---
mRALDH1 H N M---
mORALDH1 LLLATMESMN GGKLYSNAYL NDLAGCIKTL RYCAGWADKI QGRTIPIDGN 150
hALDH1
rPALDH1 I-AI- ---VFA---- S--G-S--A- K H-Q---S--D
mRALDH1 AL- ---VFA---- S--G----A- K H-Q---S--D
mCPALDH1 FFTYTRHEPI GVCGQIIPWN FPLVMLIWKI GPALSCGNTV WKPAEQTPL 200
hALDH1
rFALDH1 I--F--R L-F
mRALDH1 I R ML-F
m0RALDH1 TALHVASLIK EAGFPPGVVN IVPGYGPTAG AAISSHMDID IWAFTGSTEV 250
hALDH1
rRALDH1 ----M V Q
mRALDH1 ----L V Q
moPALDH1 GKLIKEAAGK SNLKRVTLEL GGKSPCIVLA DADLDNAVEF AHHGVFYHQG 300
hALDH1
rRALDH1 F I
mPALDH1 F I
mORALDH1 QCCIAASRIF VEESIYDEFV RRSVERAKKY ILGNPLTPGA TQGPQIDKEQ 350
hALDH1 V
rRALDH1 ---V V V Q-I N
mRALDH1 ---V V K V IN
mORALOH1 YDKILDLIES GKKEGAKLEC GGGPWGNKGY FVQPTVFSNV TDEMRIAKEE 400
hALDH1
rPALDH1 H R F
mPALDH1 H R F
moRALDH1 IFGPVQQIMK FKSLDDVIKR ANNTFYGLSA GVFTNDIDKA VTISSALQAG 450
hALDH1 K I
rFALDH1 I T---A K-L-R- I-V
mRALDH1 V T---A- -L--K-L--- I-V
moRALDH1 TVWVNCYGVV TAQCPFGGFK MSGNGRELGE YGFHEYTEVK TVTVKISQKN 500
hALDH1 S
rPALDH1 V MILS H-LY----L- --AN
mRALDH1 V IML S H-LY----L- --AN
mORALDH1 S
hALDH1
-
rRALDH1
-
mFALDH1
-
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CHAPITRE 3
Lorsque nous étudions la RALDHÏ de singe, des chimères ayant une spécificité
de substrat ont été développés dans le laboratoire. Les études avaient été
effectuées sur des enzymes non-purifiées. La spécificité de substrat de ces
chimères offrait l’opportunité d’étudier la synthèse d’un seul isomère de rétinoïde
à la fois. Nous les avons exprimé dans un système d’expression de mammifère
afin de déterminer les propriétés enzymatiques des chimères purifiés et confirmer
les résultats obtenus précédemment à partir des lysats totaux. Comme prévu, les
enzymes purifiées ont conservé leur spécificité de substrat lors d’études in vitro,
RALDH-131 catalyse seulement l’oxydation du tout-trans RAL tandis que PB
131 oxyde seulement le 9-cis RAL.
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3.1 Abstract
Retinal dehydrogenase type 1 (RALDH 1) catalyzes the oxidation of all-trans and
9-cis retinal to the respective retinoic acids (RAs), whereas another member ofthe
aldehyde dehydrogenase (ALDH) family, the phenobarbital-induced aldehyde
dehydrogenase (P3-ALDH), is very poorly active. We have previously generated
chimeras between these two enzymes that displayed selectivity for retinal isomers
in crude bacterial extracts. Here, we have characterized the kinetic properties of
the corresponding purified recombinant proteins. The all-trans-selective chimera
RALDH-131 converted all-trans retinal to all-trans RA with 2.9-fold lower
efficiency than the wild type RALDH1 and had only residual activity with 9-cis
retinal. The converse chimera PB-131 was specific for 9-cis retinal, with no
residual activity for ail-trans retinal. MgC12 inhibited the activities of RALDH1
and PB-131, but flot of RALDH-131, suggesting that amino acids 132-510 in
RALDH are necessary for inhibition by MgCJ2. These data demonstrate that the
chimeric enzymes act as retinal isomer-selective ALDHs, and suggest that these
enzymes may be useftil to study the roles of cis RA isomers in embryogenesis and
differentiation in vivo.
Key words: retinal, retinoic acid, aldehyde dehydrogenase, retinal dehydrogenase,
recombinant enzymes.
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3.2 Introduction
Retinoids are essential for a variety of physiological processes that include vision,
reproduction, embryogenesis, celi growth and differentiation (Sari, 1999;
Amstrong, et al. 1994; Ross et al. 2000; Rosenthal et al. 1994). They exert their
biological functions by binding and activating retinoic acid receptors (RARs) or
retinoid X receptors (RXRs) (De Luca, 1991; Chambon, 1995). Two isomers of
retinoic acids (RA), all-trans and 9-cis may be important for retinoid signaling.
A11-trans RA binds and activates RARs, and 9-cis RA binds both RARs and
RXRs (Chambon, 1995; Mangelsdorf et al. 1994). RAs are formed in vivo by
successive oxidation of the precursor retinol (Duester, 1996; Napoli, 2000).
Although the enzymatic steps responsible for all-trans RA formation from ail
trans retinol are increasingly well understood, littie is known about the formation
of9-cis RA within celis and tissues.
Enzymes that convert retinal to RA belong to the superfamily of aldehyde
dehydrogenases (ALDHs), and are designated as retinal dehydrogenases
(RALDH5) (Duester, 2000). We previousiy characterized the functional properties
of RALDH types 1 and 2 and PB-ALDH expressed in bacteria. We found that
RALDH1 was highiy active for all-trans and 9-cis retinai oxidation, and
RALDH2 cataiyzed conversion of ail 3 retinal isomers (all-trans, 9-cis and 1 3-cis)
to the respective RAs (Labrecque et al. 1993; 1995; Gagnon et ai. 2003; 2002).
On the other hand, PB-ALDH was inactive with either all-trans or 1 3-cis retinal,
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and exhibited poor activity for 9-cis retinal (Montplaisir et al. 2002; Hsu et al.
1999). In order to examine the amino acid residues responsible for all-trans and 9-
cis retinal oxidation, we generated chimeric enzymes between RALDHÏ and P3-
ALDH. We demonstrated that amino acid 1-13 1 in RALDHI are essential for ail
trans retinal oxidation, whule amino acids 131-343 confer activity for 9-cis retinal
to the chimeras (Montplaisir et aI. 2002).
The purpose of this study was to obtain the kinetic constants of recombinant
purified RALDHs for retinal substrates and to characterize the effects of Mg on
the retinal oxidizing activities ofthese enzymes.
3.3 Materials and Methods
3.3.1 Reagents
A11-trans and 9-cis retinoids were purchased from Sigma Chemical Co. (St. Louis,
MO). Thc polyclonai antibody raised against rat PB-ALDH (peptide
corresponding to residues 5) (Hsu et al. 1999) was kindly supplied by Dr. James
Lipsky (Mayo Clinic Foundation, Rochester, MN). The purity of the retinoids was
venfied by high-pressure liquid chromatography (HPLC) and was found to be
greater than 99%. Ail retinoids were handled in the dark to prevent
photoisomerization. HPLC grade solvents were purchased from Fisher Scientific
(Toronto, Ontario).
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3.3.2 Plasmids
Bacterial expression vectors for His-tagged aldehyde dehydrogenases and
chimeras were constructed by excision of the cDNAs of RALDH, PB-ALDH,
RALDH-131 and Ph-131 from the pT7.7 parental vectors (Montplaisir et al.
2002) with NdeI and Hindili and subcloning into the same sites in pET28a
(Novagen, Madison, WI). Eucaryotic expression vectors for the same enzymes
were constructed by PCR amplification of the cDNAs and subcloning at the
EcoRI site of pSG5 (Stratagene, La Jolla, CA). Oligonucleotide sequences are
available upon request.
3.3.3 Expression in bacteria and enzyme purification
Expression of RALDH, PB-RALDH or chimeras thereof was induced in liquid
cultures of BL2 1 DE3 ceils (Novagen, Madison, WI) transformed with the
appropriate pET2$a expression vector by IPTG 0.1 mM for 2 hours at 37°C and
whole bacterial extracts were prepared by sonication in sonication buffer (50 mM
NaH2PO4, 300 mM NaC1, 10 mM imidazole and protease inhibitors). Purification
ofthe His-tagged proteins was achieved by passage ofthe whole hacterial extracts
over a Nickel-NTA column (Qiagen, Mississauga, Ontario). Bound proteins were
washed with 16 column volumes of washing buffer (sonication buffer containing
20 mM imidazole) and eluted in elution buffer (sonication buffer containing 250
mM imidazole). Purity was assessed by Coomassie staining of purified extracts
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separated by SD$-PAGE (12% gel) and densitometric scanning of the gel. The
purity of the preparations varied between 76-97%.
3.3.4 Assays of purified enzymes
The activity of purified wild type and chimeric ALDHs for retinal substrates was
assayed by measuring RA formation under HPLC, as described previously
(Montplaisir et al. 2002). The standard incubation mixture contained 0.02%
Tween-80, 161 mM dithiothreitol (DIT) and 603 tM NAD in 100 mM phosphate
buffer (pH 7.5) in a final volume of 250 jiL. The substrates were added to the
incubation mixture in 2.5 pL DMSO. The reaction was performed at 25°C for 1 h
to minimize isomerization of the substrates and products. The reaction products
were extracted with 400 iL of butanol:acetonitrile, and analyzed by HPLC . The
kinetic constants of the purified enzymes for retinal substrates were obtained by
charting saturation curves under conditions in which enzyme activity was linear
with respect to protein concentration and reaction time, and by fitting data from
the saturation curves to Michaelis-Menten and Lineweaver-Burk plots with the
Prism software program (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA). The
percentage purity of the enzyme preparations were taken into account when
calculating the kinetic constants.
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3.3.5 HPLC analysis of enzymatic products
Reversed phase HPLC was performed with a Shimadzu LC- 1 OADVP system
equipped with a SIL-HTC autosampler and cooling system. Retinoids were
separated on a Phenomenex 10-ODS analytical column (250 X 4.5 mm,
Phenomenex Inc. Torrance CA), and eluted with a mobile phase of
acetonitrile:water (60:40) containing 10 mM ammonium acetate, at a flow rate of
1.2 ml/min. Retinoids were detected in a photodiode array detector (Shimadzu
Model SPD-M10 AVP) which collected spectra between 200 and 500 nm.
Calibration curves for RA were obtained using standard pure solutions of RA.
Characteristic UV spectra and retention times identified each RA isomer, and
peak areas were measured at Xmax330 in a Shimadzu SZ-22$ data system. The
detection limit for all-trans and 9-cis RA was 2 pg.
3.4 Results and discussion
3.4.1 Kinetic properties of recombinant ALDHs
We have previously generated chimeras of rat RALDH1 and PB-ALDH (Figure
1) which function as isomer-selective RALDHs in crude bacterial extracts. To
characterize the kinetic properties of the purified enzymes, we subcloned the
cDNAs for the corresponding enzymes into the pET28a bacterial vector. The
resulting expression vectors direct the synthesis of His-tagged ALDHs whose
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migration on an SD$-polyacrylamide gel is consistent with the expected
molecular mass of 55 kDa (figure 2). Passage of the crude bacterial extracts over
a Nickel-NTA column led to preparations highly enriched in recombinant proteins
(figure 2). The kinetic properties of wild type and chimeric ALDHs with retinal
substrates were tested using these purified extracts. RALDH1 oxidized all-trans
and 9-cis retinal to the respective RA (Figure 3A) whereas PB-ALDH exhibited
poor activity for 9-cis retinal and did not catalyze all-trans retinal oxidation
(Figure 3B, note the difference in scales). The RALDH-131 chimera retained its
activity for all-trans retinal, and only residual activity was seen for 9-cis retinal
compared to the wild type enzyme, which was more active with 9-cis than ail
trans RA (Figure 3C). On the other hand, chimera PB-13 1 showed activity only
for 9-cis retinal (figure 3D). These results confirm our earlier observation of the
selectivity of these recombinant ALDHs for retinal substrates in crude bacterial
extracts (Montplaisir et al. 2002). The kinetic constants of recombinant ALDHs
derived from the substrate saturation curves are reported in Table 1. A1l-trans
retinal-specific RALDH-131 had a Km similar to that ofwild type RALDHÏ for
all-trans retinal. However, there was a 2.9-fold difference in catalytic efficiency
(Vmax/Kffl) between RALDH-131 and wild type RALDH1 (Table 1), suggesting
that replacing amino acid 132-501 ofRALDH1 by those in PB-ALDH (RALDH
131) affected slightiy the kinetic behavior for all-trans retinal. The chimera PB
131, which is specific for 9-cis retinai, also exhibited a Km similar to that ofwild
type RALDH1 (Table 1). However, the catalytic efficiency of PB-131 for 9-cis
retinal was 4.$-fold lower than that of wild type RALDH1.
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Magnesium has been demonstrated to inhibit cytosolic class I ALDH activity and
activate mitochondrial class 2 ALDH activity (Dickinson et al. 1982; Beimett et
al. 1983). Magnesium is believed to affect NADH release, which may influence
the activities of class I ALDHs (Dickinson et al. 1982, Ho et al. 2005), but its
mechanisms of action are not fully understood. To map the residues involved in
inhibition by MgCI2, we investigated its effects on the activities of wild type and
chimeric class I ALDHs for all-trans and 9-cis retinal oxidation. MgC12 inhibited
RALDH1 activity for both all-trans and 9-cis retinal oxidation (Figure 4A).
Suppression was biphasic, becoming more pronounced at MgC12 concentrations
2 mM. Inhibition of RALDH1 activity by MgC12 has also been observed by
Kathmann et al., who used propanal substrate in their incubations (Kathmann et
al. 2000). Interestingly, MgC12 did not significantly affect the activity of all-trans
retinal-specific RALDH-131 (Figure 4B), suggesting that replacing amino acids
132-501 in RALDH1 by those in PB-ALDH abolished the inhibitory action of
MgCÏ2. On the other hand, MgC12 reduced the activity of PB-1 31 with 9-cis retinal
in a biphasic mariner similar to wild type RALDH1. (Figure 4C). These
observations suggest that amino acids 132-501 in RALDHÏ, which contain
residues that bind NAD (aa 159-270) [Dickinson et al. 1982)], are involved in
inhibition by MgCI2.
In our previous studies we characterized the recombinant enzymes from crude
bacterial extracts (Montplaisir et al. 2002). To obtain accurate kinetic constants,
we purified these enzymes and determined their kinetic properties. Overall the
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kinetic properties of the chimeric ALDHs for retinal isomer substrates were
similar to those of wild type RALDH 1 indicating that interchanging these peptide
regions between RALDH1 and PB-ALDH did flot significantly affect the
activities for retinal isomer substrates. Thus, the retinal isomer-selective ALDHs
characterized in this study should be useful in elucidating the metabolic pathways
of cis isomer synthesis in vivo and in determining their roles in embryogenesis
and differentiation. This could be achieved by the creation of transgenic mice
expressing retinal isomer-specific ALDHs under the control of the promoter of
RALDH2, which is essential for the production of RA required in embryogenesis
(Niedereither et al. 1999)
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3.7 Figure Legends
Figure 3.1. Construction of chimeras between RALDH1 and PB-ALDH.
Chimeras of RALDH-131 and PB-131 were constructed by exchange of
restriction fragments between RALDH1 and PB-ALDH as described previousiy
[ref. 151
Figure 3.2. Purification of recombinant ALDHs. Protein sampies prepared
from BL21 DE3 bacteria expressing RALDH1, PB-ALDH, or the chimeric
derivatives RALDH- 131 or PB- 131 were purified over a Ni-NTA affinity column
and aliquots of eluted fractions (20 tg) were separated by SDS-PAGE (12 ¾ gel)
and stained with Coomassie blue reagent as described in Materials and Methods.
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Figure 3.3. Catalysis of RA formation from ali-trans (o) retinal and 9-cis (.)
by purified recombinant ALDHs. licreasing concentrations of purified
RALDH1 (A), PB-ALDH (B), or the chimeric derivatives RALDH-131 (C) or
PB-131 (D) were incubated with 10 .iM of 9-cis (closed circle) or all-trans (open
circle) retinal isomers at 25°C for 1 h. Each point in the curve represents the
average of triplicate values (variation between replicates is less than 10%). Note
the different scales used for RA production, particularly in the case of PB-ALDH
(panel B)
Figure 3.4. Effects of MgC12 on the all-trans (o) and 9-cis (.) retinal oxidation
activities ofALDHs. The assay consisted of 0.8-2 tg of ALDH protein with 10
tM substrates under standard incubation conditions, with final concentrations of
MgCÏ2 varying between 0-4 mM. The points are the average of triplicate
experiments (less than 12% variation between replicates). A: Wild type RALDH
(0.8 tg); B: RALDH-131 (2 tg); and C: PB-131 (1.5 jig).
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CHAPITRE 4
Nous croyons que la spécificité de substrat des chimères RALDH-131 et PB-131
observée in vitro, à partir de lysats totaux ou d’enzymes purifiées, serait
conservée en milieu cellulaire. Nous avons donc exprimé, de manière transitoire,
les chimères et les enzymes sauvages dans des cellules n’ayant aucune activité
endogène rétinaldéhyde déshydrogénase. Ces études nous ont permis de
démontrer qu’il n’y avait aucune isomérisation du substrat RAL ou du produit AR
(produit ou libre) dans un milieu cellulaire exprimant de manière transitoire des
enzymes spécifiques pour un substrat. Ces résultats laissent présager que les
chimères se comporteront de manière spécifique in vivo, ce qui en font
d’excellents outils pour étudier le métabolisme des isoformes tout-trans et 9-cis
de l’AR ainsi que leur rôle dans l’organisme.
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4.1 Abstract
Retinal dehydrogenase type 1 (RALDH1) catalyzes the oxidation of all-trans and
9-cis retinal to the respective retinoic acids (RAs), whereas another member of
the aldehyde dehydrogenase family, the phenobarbital-induced aldehyde
dehydrogenase (PB-ALDH), is very poorly active. We have previously generated
chimeras between these two enzymes that displayed selectivity for retinal isomers
in crude bacterial extracts. b examine whether the selectivity ofthe recombinant
enzymes is retained in vivo, we first assessed whether retinoid-isomerizing
activity is present in cultured eukaryotic celis. Our resuits demonstrate that the
only RA isomers detected in RALDH1-expressing or non-expressing ceils
corresponded to the same steric conformation as the supplied retinoids, indicating
a lack of measurable 9-cis/all-trans retinoid-isomerizing activity. Finally, HeLa
ceils transfected with RALDH 1 derivatives that were retinal isomer-selective in
vitro produced only the conesponding isomers of RA in vivo, establishing these
enzymes as useful tools to assess the respective roles of the two RA isomers in
vivo.
Key words: retinal, retinoic acid, aldehyde dehydrogenase, retinal
dehydrogenase, recombinant enzymes, retinoid metabolism.
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4.2 Introduction
Retinoids play important role in a variety of physiological processes that include
vision, reproduction, embryogenesis, celi growth and differentiation [1-4]. They
exert their biological activities by binding and activating retinoic acid receptors
(RARs) or retinoid X receptors (RXRs) [5,6]. Two isomers of retinoic acids
(RA), all-trans and 9-cis may be important for retinoid signaling. A11-trans RA
binds and activates RARs, and 9-cis RA binds both RARs and RXRs [6,7]. RAs
are formed in vivo by successive oxidation of the precursor retinol [8,9].
Although the enzymatic steps responsible for all-trans RA formation from ail
trans retinol are increasingly weil understood, littie is known about the formation
of 9-cis RA within celis and tissues. In vivo, 9-cis RA can be formed via 3
possible metabolic pathways. These pathways include (j) sequential enzymatic
oxidation of 9-cis retinol to 9-cis RA, a pathway similar to the oxidation of ail
trans retinol to all-trans RA [10-14], (ii) the oxidation of 9-cis retinal generated
by the cleavage of 9-cis 13-carotene [15], and (iii) the isomerization of ali-trans
RA to 9-cis RA likely by non-enzymatic mechanisms [16]. Although several in
vitro studies have convincingly demonstrated the formation of 9-cis RA through
these metabolic pathways, it is stili unclear whether and how 9-cis RA is
produced in vivo. Furthermore, the physiological significance of 9-cis RA in RA
signaling in vivo has flot been demonstrated unequivocally.
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Enzymes that oxidizes retinal to RA belong to the superfamily of aldehyde
dehydrogenases (ALDHs), and are designated as retinal dehydrogenases
(RALDHs) [17]. We previously characterized the kinetic properties of RALDH
types 1 and 2 and PB-ALDH expressed in bacteria. We found that RALDH1 was
highly active for all-trans and 9-cis retinal oxidation, and RALDH2 catalyzed
conversion of ail 3 retinal isomers (all-trans, 9-cis and 1 3-cis) to the respective
RAs [11, 18, 19]. On the other hand, PB-ALDH was inactive with either all-trans
or 13-cis retinal, and exhibited poor activity for 9-cis retinal [20, 21]. We
generated chimeric enzymes between RALDH1 and PB-ALDH and demonstrated
that amino acid 1-13 1 in RALDHI are essential for ail -trans retinal oxidation,
while amino acids 13 1-343 confer activity for 9-cis retinal to the chimeras [20].
In this report, we demonstrate that the isomer-selective chimeras lead to the
synthesis of either all-trans or 9-cis RA without detectable isomerization in
transiently expressing ceils.
4.3 Materials and Methods
4.3.1 Reagents
A11-trans and 9-cis retinoids were purchased from Sigma Chemical Co. (St.
Louis, MO). The polyclonal antibody raised against rat PB-ALDH [peptide
corresponding to residues 5-16] was kindly supplied by Dr. James Lipsky (Mayo
Clinic foundation, Rochester, MN). The polyclonal antibody to human RALDHI
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was a generous gift from Dr. L. Sreerama (St-Cloud University, Minnesota). The
purity of the retinoids was verified by reverse phase high-pressure iiquid
chromatography (HPLC) and was found to be greater than 99%. Ail retinoids
were handied in the dark to prevent photoisomerization. HPLC grade soivents
were purchased from Fisher Scientific (Toronto, Ontario).
4.3.2 Plasmids
Eucaryotic expression vectors for aldehyde dehydrogenases and chimeras were
constructed by PCR amplification of the cDNAs of RALDH, PB-ALDH,
RALDH-131 and Pb-131 from the pT7.7 parental vectors [20], and subcloning at
the EcoRI site ofpSG5 (Stratagene, La Joua, CA). OÏigonucieotide sequences are
availabie upon request. Figure 1 shows wild type and chimeric ALDHs and their
demonstrated in vitro activities towards retinai isomer substrates [201.
4.3.3 Enzyme assay
The RALDH activity in ceil iysates obtained from HeLa transfected with
recombinant ALDHs and from ceiis constitutively expressing RALDHs (HepG2,
JTCI2) was assayed by measuring RA formation under HPLC, as described
previousiy [20]. The standard incubation mixture contained 0.02% Tween-$0,
161 mM dithiothreitol (DTT) and 603 1iM NAD in 100 mM phosphate buffer (pH
7.5) in a final volume of 250 fiL. The substrates were added to the incubation
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mixture in 2.5 !tL DM$O. The reaction was performed at 25°C for 1 h to
minimize isomerization of the substrates and products. The reaction products
were extracted with 400 pL ofbutanol:acetonitrile, and analyzed by HPLC.
4.3.4 Celi culture, transient transfections and metabolic assays
HeLa (human cervicalcarcinoma), HepG2 (human hepatoma) and JTC12
(monkey kidney proximal tubule) celis were cultured in Dulbecco’s modified
Eagle’s medium (Invitrogen, Burlington, Ontario), supplemented with 10% fetal
bovine serum, high glucose and the antibiotics pencillin (100 units/ml) and
streptomycin (100 tg/ml) at 37°C under 5% C02.
HeLa celis were transfected with pSG5 constructs containing recombinant wild
type or chimeric ALDHs, using calcium phosphate precipitation according to
Jordan et al. [22]. Plasmid DNA (5 tg) was co-transfected with 2 tg of CMV-r3-
gal to normalize transfection. The celis were transfected for 4$ h and incubated
either with 10 jiM retinal isomers or 1 jiM RA isomers for 3 h. After incubation,
they were washed with cold phosphate-buffered saline, scraped and collected by
centrifugation. Retinoids were extracted from cell pellets with 400 pi
acetonitrile:butanol (1:1), and analyzed by HPLC.
Metabolic assays in HepG2 and JTC12 ceils were carried out at 70% confluency
by incubation with 1 tM RA for 3 h, and retinoids were extracted for analysis as
described above.
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4.3.5 HPLC analysis of RA metabolism
Reversed phase HPLC was performed with a Shimadzu LC- 1 OADVP system
equipped with a $IL-HTC autosampler and cooling system. Retinoids were
separated on a Phenomenex 10-ODS analytical column (250 X 4.5 mm,
Phenomenex Inc. Torrance CA), and eluted with a mobile phase of
acetonitrile:water (60:40) containing 10 mM ammonium acetate, at a flow rate of
1.2 ml/min. Retinoids were detected in a photodiode array detector (Shimadzu
Model SPD-M10 AVP) which collected spectra between 200 and 500 nm.
Calibration curves for RA were obtained using standard pure solutions of RA.
Characteristic UV spectra and retention times identified each RA isomer, and
peak areas were measured at 2max-33O in a Shimadzu SZ-228 data system. The
detection limit for all-trans and 9-cis RA was 2 pg.
4.3.6 Western b]otting
Harvested celis were lysed in TEN buffer pH 7.4 (2 mM Tris-HCÏ, 1 mM EDTA,
0.1 M NaC1, 0.1% NP-40, Ï mM DIT, and 1 mM PMSF), cell debris were
eliminated by centrifugation at 13,000 rpm, and the supematant was boiled in 2x
loading buffer. Proteins were separated by 10% sodium dodecyl sulfate
polyacrylamide gel electrophoresis (SD$-PAGE) and transferred to a Hybond-C
nitrocellulose membrane (Amersham, Baie d’Urfé, Québec). The membrane was
blocked with 5% milk at room temperature before incubation with the appropriate
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antibody. Immunoreactive proteins were detected in an ECL Western blotting
system.
4.4 Results
4.4.1 Lack of isomerization of retinoic acid isomers in RALDH1-expressing
or non-expressing ceils
With the ultimate goal of testing whether isorner-selective ALDHs can be used to
specifically produce all-trans or 9-cis RA in vivo, we first questioned whether RA
isomers taken up by ceils in culture retain their configuration. To exclude a
possible role of RALDH1 itself in uptake and!or conversion of RA, we used two
cells lines, JTC12 and HepG2, which express this enzyme, as well as HeLa ceils,
which do flot.
The purity of RA isomers used in the study was verified by HPLC (Figure 2).
The HPLC profile (Figure 2A and 2C) and UV spectra (Figure 2B and 2D) of
standard alI-trans and 9-cis RA showed that these compounds were more than
99% pure. Afler incubation of HeLa celis with all-trans RA for three hours in the
dark, retinoids were extracted and analyzed by HPLC to assess for potential in
vivo isomerization. The HPLC profile of retinoids extracted from the celis
revealed the presence of only all-trans RA (Figure 3A). The peak eluting at 5.1
min was confirmed as all-trans RA by its characteristic UV spectmm (Figure
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3B). Similarly, incubation of celis with 9-cis RA resulted in the accumulation of
onÏy 9-cis RA (Figure 3C and 3D). Further, isomerization of all-trans or 9-cis RA
was not observed in HeLa ceils transiently expressing RALDH1, PB-ALDH,
RALDH- 131 or PB- 131 (Figure 4A-B and HPLC data not shown). In addition,
uptake of 9-cis RA was 5-fold lower than that of all-trans, again irrespective of
ALDHs expression or flot. Lower uptake of 9-cis RA compared to all-trans RA
has also been shown by other investigators in HL-60 ceils [23] These data
indicate that RA isomer uptake and isomerization are not affected by the presence
or absence ofALDHs in celis.
The uptake and metabolism of RA isomers were also investigated in JTC 12 and
HepG2 ceils endogenously expressing RALDH1 [24,25]. RALDHÎ expression in
JTC12 and HepG2 cells was verified by Western blotting (Figure 5A). RALDH1
expression was further confirmed by in vitro enzyme assays (Figure 5B). As
expected, RALDH 1 -containing cell extracts oxidized both all-trans and 9-cis
retinal to their respective RA isomers with higher activity for 9-cis retinal (Figure
5B). To determine whether interconversion of RA isomers takes place in these
celis, we incubated them with either all-trans or 9-cis RA. JTC 12 and HepG2
ceils took up all trans and 9-cis RA, with a lower uptake of 9-cis versus all-trans
RA in HepG2 ceils, but not in JTC12 cells. No interconversion between the two
isomers was observed (Figure 5C and 5D), suggesting that RA isomers
incorporated by both ccli types retain their isomeric configuration.
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4.4.2 In vitro and in vivo metabo]ism of retinal isomers in HeLa ceils
transiently expressing ALDHs
To assess whether chimeras RALDH-131 and PB-131 could lead to selective
production of all-trans and 9-cis RA when expressed in eukaryotic celis, we
transfected eukaryotic expression vectors for theses enzymes and the parental
RALDH1 and PB-ALDH enzymes transiently in RALDH-negative HeLa ceils.
Expression of these ALDHs was verified by Western blotting (Figure 6A). Celi
lysates containing these enzymes were then assessed for their capacity to oxidize
all-trans or 9-cis retinal in vitro (Figure 6B). Similar to endogenous RALDH1
(11), transiently-expressed recombinant RALDH1 displayed higher activity for 9-
cis retinal versus all-trans retinal oxidation. As expected, transientÏy expressed
wild type PB-ALDH had no activity for all-trans retinal and exhibited poor
activity for 9-cis retinal [20]. Furthermore, the recombinant RALDH-131 and PB
131 expressed in HeLa celis retained their selectivity for all-trans or 9-cis retinal
oxidation, respectively (Figure 6B), suggesting that activity of these enzymes is
flot altered by eukaryotic celi-specific modifications.
We next investigated the in vivo conversion of aIl-trans and 9-cis retinal to the
respective RA isomers in intact celis expressing recombinant ALDHs. The purity
of all-trans and 9-cis retinal used in incubation was more than 99% as indicated
by HPLC analysis (Figure 7A and 7C) and by the UV spectra of compounds
eluted from HPLC (Figures 73 and 7D). The HPLC profile ofmetabolites forrned
1—,
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in ceils expressing RALDH1 and RALDH-131 and incubated with all-trans
retinal demonstrates conversion of all-trans retinal to all-trans RA without
detectable formation of 9-cis RA (Figure 8A and 8C). This was confirmed by the
UV spectrum of the compound eluting at -5.1 min (figure 8B and 8D). In
addition, HeLa ceils also reduced all-trans retinal to aIl-trans retinol (peak at 10
mm, Figure 8A and 8C). On the other hand, PB-ALDH and PB-131 did not
generate any RA from all-trans retinal (data not shown). The metabolites formed
in ceils expressing RALDH1 and PB-131 incubated with 9-cis retinal are
depicted in Figure 8E-H. RALDHY and PB-131 converted 9-cis retinal to the
corresponding RA without the formation of detectable all-trans RA (Figure 8E
and 8G). The UV spectrum of the RA isomer eluting at 4.8 min further
confirmed the presence of only 9-cis RA (Figure 8F and 8H). PB-ALDH and
RALDH-131 expressed in the ceils also converted 9-cis retinal to 9-cis RA
without detectable formation of all-trans RA (data not shown). The quantities of
RA isomers produced from precursor retinal isomers by various wild type and
chimeric recombinant ALDHs are shown in Figure 9. It is noteworthy that celis
expressing RALDH 1 produced levels of all-trans RA that were 2 fold higher than
levels of 9-cis RA in spite of the greater activity of this enzyme with 9-cis retinal.
This could be due to differences in uptake or metabolism to retinol of the
precursors all-trans and 9-cis retinal by these ceils. The chimeric enzymes
directed isomer-selective RA synthesis, with no detectable ail-trans RA
synthesized in ceils expressing PB-131, and as littie 9-cis RA produced from celis
expressing RALDH-131 as from ceils expressing PB-ALDH. In addition, the
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amounts of aIl-trans RA produced from all-trans retinal by ceils expressing
RALDH-131 are similar to those ofcells expressing wild type RALDHY (Figure
9A). Similarly, celis expressing PB-131 incubated with 9-cis retinal generated
amounts of 9-cis RA similar to those of wild type RALDH1 (Figure 9B). These
observations suggest that RALDH- 131 and PB- 131 expressed in eukaryotic celis
retain their selectivity for all-trans or 9-cis retinal, respectively, and should
generate sufficient quantities of RA to exert retinoid signaling effects.
4.5 Discussion
Our previous studies on the activities of various ALDHs for retinal isomer
substrates led to the identification of amino acid regions that are important for 9-
cis and all-trans retinal oxidation [20]. Using chimeras ofRALDH1 and retinal
inactive PB-ALDH, we demonstrated that amino acids 1-131 of RALDH1
(RALDH- 131) were involved in the oxidation of all-trans retinal, whereas amino
acids 131-343 (PB- 131) conferred activity with 9-cis retinal (Figure 1, 20). Here,
we demonstrate that isomer specific chimeric ALDHs produce respective RA
isomers in vivo in transiently expressing HeLa ceils and that these ceils are
devoid of any retinoid isomerase activity.
Severai studies have demonstrated that RA can undergo cis-trans isomerization
when provided to animais or ceils in free form [16, 26-30]. However, no
isomerases involved in this process have been identified, leading to the
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speculation that interconversion of cis-trans RA occurs in vivo and in vitro
through non-enzymatic mechanism(s). Although there are numerous reports on
the interconversion of all-trans and 1 3-cis RA in vitro in ceil homogenates and in
vivo in whoie animais [26-29], iimited information is available on the cis-trans
isomerization of all-trans and 9-cis RA in vitro and in vivo. In vitro, the liver
membrane converts aii-trans RA to 9-cis and 1 3-cis RA [16]. The cis-trans
isomerization of RA occurs in hepatocytes in culture but flot in endotheiiai ceiis,
suggesting that the abilities of cells to take up and isomerize RA are diverse and
cell-type dependent [31]. In animais, the interconversion of all-trans and 9-cis
RA lias been observed when pharmacological doses of these compounds are
administered [32].
To test whether RA supplied in free form to ceils expressing endogenous or
recombinant ALDHs undergo cis-trans isomerization, we incubated these ceils
for 3 h with aii-trans and 9-cis RA. Because all-trans and 9-cis retinal were
relativeiy stable in the medium for 3 h under our experimental conditions, we
choose 3 h incubation time to study ceil associated cis-trans isomerization. In
addition, 3 h incubation minimized the secretion of RA that is made in the celis
into the medium. We found that significant amount of retinai taken up by the
celis were reduced to retinol (Figure 9) indicating the presence of highly active
reductase in the ceils. At present we do not know the nature of this enzyme
expressed in the cells. In vitro assay of RALDH showed higher activity for 9-cis
retinal compared to all-trans retinal (figure 5 and 6, ii). However, celis
1—,
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transiently expressing RALDH and incubated with all-trans and 9-cis retinal
showed 2-fold lower levels of 9-cis RA compared to all-trans RA (Figure 9).
This could be due to either lower uptake of 9-cis retinal or higher conversion of
9-cis retinal into other metabolites such as retinol and retinyl esters by the celis.
Since in vitro assays of HeLa ccli extract and in vivo incubation with ail-trans
retinal did not show any RALDH activity and ail-trans RA formation
respectively, it is unlikely that higher levels of all-trans RA observed in the ceils
incubated with all-trans retinal is due to the presence of other yet unidentified
retinal oxidizing activity.
In our HPLC analysis all-trans and 9-cis RA were closely eluted with retention
times of —5.1 and 4.8 mm, respectively. However, they can easily be
distinguished by their characteristic UV spectra (Figure 3). Scanning the
compound eluting at 5.1 and 4.8 min revealed only the presence of all-trans and
9-cis RA, respectively. While it remains possible that small quantities of cis and
all-trans RA below the limits of detection may be generated, our resuits indicate
the absence of significant cis-trans isomerization in HeLa ceils under our
experimental conditions (figures 3 and 8). Moreover, transient expression of
ALDHs did not influence either the uptake or the metabolism of RA isomers
(figure 4). The lack of RA-isomerizing activity in JTC 12 or HepG2 celis
constitutively expressing RALDH further supported the notion that RALDHs do
not play a role in cis-trans isomerization of RA. Together, these observations
argue against widespread expression of a cellular cis-trans isomerase activity.
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The occurrence of 9-cis RA and its biological relevance in vivo are stili unclear
[32-38]. The existence of cis retinol isomers and enzymes capable of oxidizing
these isomers to the respective RAs [11-14, 39, 40] suggests that cis RA isomers
may form in vivo from precursor retinoids. However, the requirements of RA
isomers by various organs during development and adulthood are flot known. The
in vivo metabolism of exogenously administered retinoids is complex since it
involves absorption, transport and uptake by the tissues, which may differ for the
different isomers, as evidenced for instance by the differential uptake of all-trans
and 9-cis RA by HeLa and HL-60 celis [present observation, 23]. Since high
doses of exogenously administered trans and cis RA isomers resuit in non
enzymatic interconversion in the plasma compartment, it is difficuit to prove
unequivocally the biological functions of cis RA isomers in vivo. The retinal
isomer-selective ALDHs characterized in this study should help address these
issues by achieving selective synthesis of 9-cis or all-trans RA in vivo. The
creation of transgenic mice expressing retinal isomer-specific ALDHs under the
control ofthe promoter ofRALDH2, which is essential for the production of RA
required in embryogenesis [41], should elucidate the metabolic pathways of 9-cis
RA isomer formation and their role in embryogenesis and differentiation.
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4.8 Figure Legends
Figure 4.1. Selectivity of chimeric ALDHs for retinal isomer substrates
Construction of Chimeras between RALDH and Pb-ALDH and activity assays of
recombinant enzymes were described earlier (20).
Figure 4.2. Purity of the aII-trans and 9-cis RA isomers used in the metabolic
studies
A and B: HPLC separation of all-trans RA (A) and UV spectrum of the peak
eluting at 5.39 min (B). C and D: HPLC analysis of 9-cis RA (C) and UV
spectrum ofthe peak eluting at 5.03 min (D).
Figure 4.3. Absence of RA isomerization activity in HeLa celis
A: HPLC analysis of cell-associated RA in ceils incubated with 1 tM all-trans RA
for 3 h at 37°C. B: Conesponding UV spectrum ofthe peak eluting at 5.1 min. C:
HPLC separation of cell-associated RA in celis incubated with 1 j.iM 9-cis RA for
3 h at 37°C. D: Corresponding UV spectrum ofthe peak eluting at 4.8 min.
figure 4.4. Absence of RA isomerization activity in HeLa celis expressing
recombinant ALDHs
A: Levels of cell-associated all-trans (black bars) or 9-cis (grey bars) RA in HeLa
ceils expressing various ALDHs, as indicated, afler incubation with 1 tM ail-trans
RA for 3 h at 37°C. B: Levels of ceIl-associated all-trans (black bars) or 9-cis
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(grey bars) RA in HeLa cells expressing various ALDHs, as indicated, afler
incubation with 1tM 9-cis RA for 3 h at 37°C.
figure 4.5. Absence of RA isomerization activity in RALDH1-expressing
JTC12 and HepG2 celis
Expression levels of native RALDHYin lysates from JTC12 (lefi) or HepG2
(right) celis were monitored by Western blotting (A), and RALDH1 activity was
assessed by in vitro enzymatic assay with all-trans (black bars) or 9-cis (grey
bars) retinal (B). The celis were incubated with all-trans (C) or 9-cis (D) RA
isomers (1 jiM) for 3 h at 37°C, afler which cell-associated retinoids were
extracted, separated, identified and quantified by HPLC. Levels of all-trans (black
bars) or 9-cis (grey bars) RA accumulated in the celis are shown.
Figure 4.6. Transîently expressed chimeric ALDHs are selective for retinal
substrates in vitro
HeLa celis were transiently transfected with expression vectors for parental or
chimeric ALDHs for 48 h as described in Materials and Methods. Whole ceIl
lysates were prepared by freeze-thawing the celis in 20 mM Tris-HC1 (pH 7.4)
containing 1 mM EDTA, 100 mM NaC1, and a mixture of protease inhibitors.
Protein expression levels were monitored by Western blot analysis of 20 jig of
each whole ceil lysate (A) and retinal oxidizing activity in the whole cdl extracts
expressing recombinant ALDHs, as indicated, were assayed in the presence of ail-
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trans (black bars) or 9-cis (grey bars) retinal. Values are mean + SD of 3
determinations.
Figure 4.7. Purity of standard retinal isomers used for in vivo R4 synthesis
A and B: HPLC profile of alJ-trans retinal (A) and UV spectrum of the peak
eluting at 12.36 min (B). C and D: HPLC analysis of 9-cis retinal (C) and UV
spectrum ofthe peak eluting at 11.46 min (D).
Figure 4.8. Conversion of retinal isomers to the corresponding RA and
retinol isomers without isomerization in cultured HeLa ceits expressing
recombinant ALDHs
HPLC analysis of lipid extracts from HeLa cells transiently expressing wild type
RALDH (A, E), RALDH-131 (C) or PB-131 (G), incubated with all-trans retinal
(A,C) or 9-cis retinal (E, G) for 3 h at 37°C.UV scanning of the compounds
eluting at 5.1min (B, D) or -4.8 min (f, H), respectively.
figure 4.9. Transiently expressed chimeric ALDHs direct isomer-selective
RA synthesis ht vivo
Levels of all-trans (black bars) and 9-cis (grey bars) RA synthesized from ail
trans (A) or 9-cis (B) retinal were quantitated by HPLC analysis of lipid extracts
from HeLa cells expressing recombinant ALDHs, as in fig. 6. Values are average
of 2 determinations.
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Discussion
Cette thèse a permis, dans un premier temps, de caractériser une RALDHI, à
partir des cellules JTC12, qui possède plusieurs caractéristiques semblables à la
RALDHY humaine dont sa capacité à oxyder le 13-cis RAL, et dans un second
temps, à l’aide d’enzymes aldéhydes déshydrogénases de classe 1, sauvages ou
chimériques, endogènes ou exprimées de manière transitoire, d’étudier le
métabolisme de FAR dans les cellules JTC12 et les cellules HeLa où nous avons
observé l’absence d’isomérisation du substrat et du produit. Les données
présentées dans cette thèse sont les bases pour d’éventuelles études in vivo sur le
métabolisme des AR tout-trans et 9-cis et leurs fonctions dans l’organisme, et
nous permettront de développer des outils afin d’étudier le métabolisme des
rétinoïdes 1 3-cis.
Les voie de synthèse des formes 9-cis et 13-cis de l’AR sont toujours inconnues.
Trois voies de synthèse sont suggérées pour l’AR 9-cis. La première voie est
l’oxydation en deux étapes du 9-cis ROL en AR 9-cis. La seconde est la
production d’AR 9-cis à partir du 9-cis f3-carotène de l’alimentation (Wang et
coll., 1994). Et la troisième voie, l’isomérisation de la forme tout-trans en 9-cis
de manière non-enzymatique, a été démontrée dans des extraits de tissus (Urbach
et Rando, 1994a). Plusieurs enzymes ont démontré leur capacité à oxyder les
tout-trans, 9-cis et 1 3-cis ROLs en leur RALs correspondants (Duester, 2000;
Napoli, 2000; Mertz et coll., 1997) ainsi que l’oxydation de ces RALs en ARs
(Duester, 2000). Lors d’études enzymatiques avec ces mêmes enzymes,
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recombinantes ou purifiées, les rétinoïdes n’ont présenté aucun changement de
conformation durant l’oxydation in vitro du ROL en AR (Chapitres 2 et 3;
Gagnon et cou., 2002, 2003 ; Labrecque et cou., 1995; Paik et col!., 2000). De
plus, les études effectuées dans les modèles cellulaires, JTCÏ2 et HeLa,
présentées aux chapitres deux et quatre, ont confirmé que l’isomère produit
conservait la conformation de son précurseur. Ces données suggèrent que
l’isomérisation de l’AR tout-trans en l’isomère 9-cis ne serait pas une voie de
synthèse mais que l’isomère 9-cis aurait une voie de synthèse similaire à la
conformation tout-trans.
Les résultats obtenus avec les chimères RALDH-131 et PB-131, la spécificité de
substrat et l’absence d’isomérisation du produit, nous permettent de croire que la
génération de souris transgéniques ne produisant que l’AR 9- cis ou l’AR tout
trans permettrait de déterminer le rôle de chacun des isomères et les organes
cibles s’il y a lieu. L’enzyme RALDH2 qui catalyse les trois isoformes du RAL
(Gagnon et col!., 2002) est la première RALDH exprimée lors de l’embryogénèse
chez la souris (Niederreither et col!., 2002b) et lorsque que son gène est annulé, il
y a mort de l’embryon (Niederreither et coll., 1999). L’expression des enzymes
chimériques substrat spécifique, RALDH- 131 et PB- 131, sous le contrôle du
promoteur de RALDH2, chez des souris déficientes en RALDH2, pourraient
révéler le rôle des isomères tout-trans et 9-cis dans le développement et
l’importance de la liaison de l’AR 9-cis avec les récepteurs RXRs et RARs.
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Cependant, la redondance des RALDHs et des récepteurs pourrait fausser les
effets observés.
Il semblerait que l’AR 13-cis soit plus actif que prévu et ce, même s’il
n’intervient pas via les récepteurs nucléaires. Qu’en est-il de la synthèse de cet
isomère in vivo? Certaines enzymes RALDHs (Bhat et coll., 199$ ; Brodeur et
cou., 2003, Gagnon et colI., 2002) ont la capacité d’oxyder le 13-cis RAL,
suggérant qu’une voie de synthèse à partir du 13-cis ROL est envisageable
comme pour les isomères tout-trans et 9-cis.
La RALDH1 de singe, clonée à partir des cellules du tubule proximal de rein
(JTC12), a la capacité d’oxyder les trois RALs, tout-trans, 9-cis et 13-cis, en leur
acide correspondant, contrairement aux RALDH 1 s de rat et de souris qui ne
peuvent oxyder le 13-cis RAL. Il serait alors très intéressant d’utiliser cette
enzyme afin de déterminer les régions de la protéine, impliquées dans l’oxydation
du I 3-cis RAL, sachant que l’enzyme RALDH1 de rat possède deux régions
spécifiques pour l’oxydation des tout-trans et 9-cis RALs, soient les résidus 1 à
131 et les résidus 132 à 343, respectivement (Montplaisir et coll., 2002). La
génération de chimères entre la RALDH1 de singe et la RALDH1 de rat
permettraient de conférer à la RALDH1 de rat la capacité d’oxyder le 13-cis RAL.
Une fois la région ciblée, la génération d’une chimère entre la RALDH1 de singe
et la PB-ALDH1 confirmerait que cette région est responsable de l’oxydation de
cet isomère. Des études comparatives des séquences des RALDH1s de
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différentes espèces, jumelées à de la mutagénèse dirigée, permettraient
d’identifier les acides aminés essentiels pour l’oxydation des trois isomères et de
mieux comprendre la spécificité de substrat. Selon les études de cristallographie
sur la RALDH1 de mouton (Moore et cou., 1998, 1999), le tunnel d’entrée du
substrat est composé des hélices aC et ŒH, ainsi que de la boucle précédant
l’hélice OEN. Dans ces régions, des substitutions d’acides aminés sont retrouvées
chez les RALDH1s d’espèces différentes et pounaient être responsable de leur
capacité à oxyder les divers isomères. Dans la boucle, les séquences de rat et de
souris ont trois acides aminés identiques qui diffèrent de ceux retrouvés dans les
séquences humaine et de singe. Par contre, ces mêmes résidus diffèrent
également entre la RALDH1 de singe et la RALDH2 de rat qui est aussi capable
de catalyser le I 3-cis RAL. Cependant, plusieurs résidus sont communs aux
RALDH1, humaine et de singe, et à la RALDH2 de rat, tout en étant différents
chez les RALDH1 de souris et de rat. En ciblant d’abord une région, il sera plus
facile, par la suite, d’identifier les résidus impliqués dans la spécificité de substrat.
L’utilisation d’une enzyme spécifique pour la production d’AR 13-cis et le
modèle cellulaire développé dans notre laboratoire pounaient s’avérer des outils
très intéressants pour étudier les mécanismes d’action de cette isoforme et le
métabolisme de I’AR 13-cis in vivo.
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5.1 Projets futurs
5.1.1 La RALDH1 et le VIII
Un traitement à long terme à l’AR peut causer des effets secondaires comme de
l’alopécie, des lésions inflammatoires de la peau, de la paranychie, de
l’hyperlipidémie. Ces mêmes symptômes sont retrouvés chez des patients atteints
du VIH, sous traitement aux anti-rétroviraux (ARV) (Toma et coll., 2001). Le
métabolisme de l’AR serait affecté par ces inhibiteurs de protéases (IP), au niveau
de sa synthèse et de son catabolisme. Parmi les mécanismes possibles, il y a la
séquestration du CRABP1 par les inhibiteurs de protéases, due à son homologie
de 58% avec la région catalytique de la protéase HIV-1. Si CRABP1 est lié aux
anti-rétroviraux, il ne peut lier le RAL et favoriser son oxydation, d’où une
diminution de la synthèse d’AR (Calza et coll., 2003). Un autre mécanisme
possible est l’action directe des inhibiteurs de protéases sur les RALDHs, et plus
particulièrement les RALDH1s. Il a été démontré que les IPs pouvaient inhiber
l’expression du gène de la RALDH1 mais aussi augmenter son activité (Toma et
coil., 2001). Cette diminution de synthèse d’AR, principalement de l’isoforme 9-
cis, résulte en une diminution de l’activation de l’hétérodimère RXR-PPAR qui se
traduit, entre autre, par une augmentation de l’apoptose des adipocytes, une
diminution de leur prolifération et une hyperlipidémie suite à la libération des
lipides dans le sang (Calza et coll, 2003). Par contre, une augmentation de
l’activité de l’enzyme RALDH1 aurait pour effet d’augmenter la synthèse d’AR,
d’où une accumulation d’AR dans les cellules conduisant aux effets secondaires
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observés (Toma et cou., 2001). Une meilleure connaissance du métabolisme de
l’AR 9-cis et des enzymes impliquées, les RALDHs, ainsi que leur interaction
avec les inhibiteurs de protéases et les autres ARVs permettraient de mieux
comprendre les mécanismes d’action et de développer des traitements ayant des
effets secondaires moindres.
5.1.2 La cristallisation
Des études de cristallisation des enzymes sauvages et chimériques, mutées ou
non, en présence du substrat, permettraient d’étudier les interactions entre ces
deux éléments et de déterminer les résidus importants pour l’oxydation des
différentes isoformes, afin de mieux comprendre la réaction enzymatique.
Certaines cellules présentent une résistance à diverses drogues utilisées, comme le
cyclophosphamide, causée par la présence de la RALDH1 qui inactive la drogue
(Manthey et coli., 1990). Les données obtenues suite à la cristallisation
pourraient servir à produire des anticorps monoclonaux qui inactiveraient
l’enzyme de manière spécifique et ainsi réduire la résistance au traitement. Il
pourrait être également possible de générer des molécules qui logeraient dans la
poche catalytique pour inhiber l’activité enzymatique et par le fait même, la
synthèse d’AR. Il serait aussi envisageable, en connaissant les régions
importantes de l’activité catalytique, de cibler l’oxydation de molécules précises à
l’aide de chimères spécifiques. Ces dernières pourraient, avec la technologie
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grandissante, être couplées à une protéine qui ciblerait un type cellulaire en
particulier.
Les ARVs sont un bon traitement pour ralentir le VIH, cependant, ils semblent
affecter le métabolisme de l’AR au niveau des RALDH1s. Il reste à déterminer
s’ils agissent sur l’expression du gène ou bien lient l’enzyme pour favoriser ou
empêcher l’oxydation du RAL. Des études sur la structure de l’enzyme-substrat,
en combinaison avec de la modélisation moléculaire, pourrait permettre de
générer des médicaments de haute efficacité et de grande spécificité qui, en
n’agissant pas sur le métabolisme de l’AR que l’on sait important dans plusieurs
voies métaboliques, réduiraient les effets observés avec les traitements actuels.
Aussi, une bonne connaissance de la structure enzyme/substrat et du mécanisme
enzymatique pourrait conduire à la synthèse de rétinoïdes qui seraient moins
toxiques pour l’organisme et constitueraient de meilleurs agents thérapeutiques en
suivant la même voie métabolique que le RAL.
5.1.3 L’expression des RALDHs dans tes cellules cancéreuses
La méthylation des ilôts CpG des promoteurs de gènes suppresseurs de tumeur a
été remarquée dans plusieurs types de tumeurs. Un traitement de déméthylation a
pour effet d’induire l’expression du gène rendu silencieux par la méthylation, de
stimuler la différenciation ou l’apoptose et diminuer ainsi la tumeur (Momparler,
167
2005). L’AR est de plus en plus utilisé comme traitement contre le cancer où il
inhibe la prolifération cellulaire pour induire la différenciation et l’apoptose
(Gottardis et cou., 1996), comme les inhibiteurs de méthylation. L’efficacité du
traitement à l’AR suggère que sa synthèse est probablement altérée dans les
tumeurs et que son absence affecte leur cycle cellulaire. Dans les cellules de
cancer de la prostate, le promoteur de la RALDH2 est hyperméthylé, inhibant
l’expression de l’enzyme et, par le fait même, la synthèse d’AR dans ces cellules.
La réexpression de l’enzyme RALDH2, par transfection, a un effet suppresseur de
tumeur au même titre qu’un traitement à l’AR (Kim et coil., 2005). Dans les
MCF-7, la RALDH3 n’est pas exprimée comparativement aux cellules
épithéliales de glande mammaire normale (Rexer et cou., 2001). Cette déficience
au niveau de la synthèse de l’AR pourrait expliquer pourquoi les cellules ne se
différencient plus. Lorsque la RALDH3 est réexprimée, suite à une transfection,
la production d’AR est rétablie (Rexer et coll., 2001). Cependant, il resteà
déterminer si son absence est due à la méthylation du promoteur.
Le rétablissement de la fonction RALDH dans les cellules tumorales permettrait
à nouveau la synthèse d’AR, d’induire la différenciation et ainsi ralentir la
progression de la maladie. Le traitement des personnes atteintes du syndrome
myélodysplatique, caractérisé par une cytopénie périphérique et une dysplasie des
cellules hématopoïétiques progénitrices, à l’aide d’inhibiteurs d’ADN
méthyltransférases, azacitidine et decitabine, donne de bons résultats. Un impact
significatif sur la qualité de vie des patients a été observé et dans certains cas sur
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leur survie tIssa, 2005). Des études sur l’expression des différentes RALDHs
dans les lignées tumorales puis sur la méthylation de leur promoteur permettraient
d’identifier les types de tumeurs où la synthèse d’AR est déficiente. Avec ces
données, il serait possible de développer des stratégies de traitement alliant l’AR
et les inhibiteurs de méthylation. Dans le cas où l’absence d’expression serait due
à une mutation du gène, la thérapie génique pourrait être envisagée. Une nouvelle
technologie de pointe utilisant les doigts de zinc couplés à une nucléase a permis
d’introduire un gène normal chez l’humain, afin de remplacer, de manière
permanente, le gène muté (Umov et coll., 2005). S’il advenait qu’une mutation
au niveau des RALDHs empêchait leur expression ou bien leur bon
fonctionnement, cette technique révolutionnaire permettrait de rétablir la synthèse
d’AR.
En connaissant mieux la régulation du gène, les modifications post
traductionnelles, la structure de l’enzyme en présence du subtrat, il sera peut-être
possible de relancer la synthèse de l’AR dans les cellules déficientes.
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Conclusion
Depuis la découverte des récepteurs à l’AR, beaucoup d’études ont été faites pour
mieux comprendre le mécanisme de régulation par l’AR. Les étapes conduisant à
la production de l’AR tout-trans sont bien connues et son rôle dans l’organisme
aussi. Par contre, il reste beaucoup à découvrir sur Ï’AR 9-cis, l’autre ligand des
récepteurs RARs et le seul ligand des RXRs. La majorité des enzymes RALDHs
sont capables d’oxyder les deux isomères in vitro et leur fonction in vivo a
également été démontrée. Le 9-cis rétinol est présent dans le foie et les reins,
mais est-il oxydé en AR 9-cis dans ces tissus ou bien est-il isomérisé en AR tout
trans? L’AR 9-cis a-t-il une fonction in vivo, lie-t-il vraiment le RXR, joue-t-il
un rôle dans la régulation des gènes? L’AR 13-cis est aussi très utilisé comme
agent thérapeutique mais ses mécanismes d’action ne sont pas encore connus.
Lie-t-il un récepteur, est-il transformé en une autre isoforme, agit-il via une autre
voie? Ce sont toutes des questions qui sont posées depuis plusieurs années et les
outils développés dans notre laboratoire sont un pas de plus pour y répondre.
La construction des chimères RALDH131 et PBÏ31, spécifiques pour le tout
trans RAL et le 9-cis RAL respectivement, et prochainement, celle d’un chimère
spécifique pour le 13-cis, nous ouvre la porte pour plusieurs études. Tout
d’abord, des études de structure permettront de mieux comprendre la spécificité
du substrat, d’identifier les résidus importants pour la liaison du substrat, du
cofacteur et des inhibiteurs. Des études in vivo, à l’aide de souris transgéniques,
sont aussi envisagées afin de déterminer le rôle des isoformes de l’AR (tout-trans
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et 9-cis) dans le développement embryonnaire et leur importance. De plus, la
caractérisation de la RALDH1 de singe nous a permis de développer un modèle
cellulaire pour l’étude du métabolisme de l’AR.
Il a clairement été démontré que l’AR jouait un rôle important dans l’induction de
la différenciation cellulaire et l’apoptose dans les cellules tumorales. Les
rétinoïdes naturels sont toxiques à forte concentration et les cellules les
catabolisent pour éliminer leurs effets toxiques. Il est possible de générer des
rétinoïdes synthétiques ayant les propriétés bénéfiques de l’AR, mais sans les
effets néfastes. L’enzyme RALDH1 de rat présente des régions spécifiques pour
l’oxydation des isoformes tout-trans et 9-cis. Mieux connaître les acides aminés
impliqués dans cette oxydation grâce à des études de mutagénèse dirigée et de
cristallisation de l’enzyme en présence du substrat, pourrait permettre de
développer des rétinoïdes moins toxiques pour l’organisme qui seront métabolisés
in vivo.
La voie de synthèse de l’AR et son implication dans divers systèmes et
pathologies sont en voie d’être élucidées. Les RALDHs semblent jouer un rôle
important dans les effets de l’AR. Il va sans dire que dans les années à venir
l’étude de ces enzymes sera en plein essor et qu’il s’agit d’un domaine
prometteur.
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Retinal dehydrogenase type 1 (RALDII1) catalyzes the oxidation ofretinal to retinoic acid (RA), a metabolite ofvitamin A important for
embryogenesis and tissue differentiation. Rat RALDH1 is expressed to high levels in developing kidney, and in stomach, intestine epithelia.
To undersiand the mechanisms of the transcnptional regulation of rat RALDU1, we cloned a 1360-base pair (bp) 5’-flanking region of
RALDH 1 gene. Using luciferase reporter constmcts transfected into HEK 293 and LLCPK (kidney-derived) ceils, basal promoter activity
was associated with sequences between — 80 and +43. In this minimal promoter region, TATA and CCAAT cis-acting elements as well asÇ SPi, AP 1 and octamer (Oct)-binding sites were present. The CCAAT box and Oct-binding site, located between positions — 72 and —68
and — 56 and — 49, respectively, were shown by deletion analysis and site-directed mutation to be cntical for promoter activity. Nuclear
extracts from kidney ceils contain proteins specifically binding the Oct and CCAAT sequences, resulting in the formation of six complexes,
while different pafterns of complexes were observed with non-kidney celI extracts. Gel shifi assays using either single or double mutations of
the Oct md CCAAT sequences as well as super shift assays demonstrated single md double occupancy ofthese two sites by Oct-1 md CBF
A. In addition, unidentified proteins also bound the Oct motif specifically in the absence of CBF-A binding. These resuits demonstrate
specific involvement of Oct md CCAAT-binding proteins in the regulation of RALDH1 gene.
© 2002 Elsevier Science B.V. AIl nghts reserved.
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1. Introduction
Retinoic acid (RA), the active form of vitamin A,
controls many biological processes such as cellular growth
and differentiation, as well as embiyonic development
(Refs. [I —3] and references therein). The biological actions
of RA are mediated through binding to a family of nuclear
receptors (Ref. [4] and references therein). Two RA
* The nucleotide sequence data reported in ffiis paper will appear in
Gene Bank with accession number AY 079047.
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isomers bind these receptors. 9-cis RA binds RA receptors
(RAR) and retinoid X receptors (RXR), while all-trans-RA
binds only RARs [5]. One aspect of retinoid signaling
currently under intense investigation is the mechanism(s)
regulating the synthesis of the active RA isomers from
precursor retinoids. The major biosynthetic pathway of RA
involves irreversible oxidation of the intermediate metab
olite retinal to RA, catalyzed by cytosolic aldehyde dehy
drogenases (ALDHs). ALDHs that convert retinal to RA
include rat retinal dehydrogenase type 1 (RALDHÎ,
ALDH1A1), mouse AHD-2 (m-MID-2, aldhlAI), human
ALDH1 (hALDH1, ALDH1A1), rat and mouse RALDH2
(ALDH1A2 and aldhlA2, respectively) and human and
mouse ALDH6 (also called RALDH3, ALDH1A3) (Ref.
[6] and references therein).
RALDH1 was initially purified and cloned from rat
kidney by our laboratory [7.]. We demonstrated that
RALDH1 catalyzes all-frans and 9-cis retinal oxidation
ELSEVIER
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( with high efficiency, 9-cis retinal being a better substrate
[9]. RALDH1 is highly expressed in the developing kidney
and is also present in other vitamin A target organs, such as
the stomach and intestine [10.111. RALDHI is mainly
localized in these tissues in ceils of epithelial origin, in
agreement witb a role in the production of RA needed for
proper differentiation of the epithelia. Furthennore, vitamin
A and differentiation status regulate the expression of
RALDH1 gene in the stomach, intestine and trachea
[11.12]. Thus, RALDH1 expression pattems suggest a
tissue- and development stage-specific control of gene
expression. However, little is known about the molecular
mechanism(s) controlling appropriate expression of the
RALDH1 gene. b explore the regulatoiy mechanisms of
RALDHJ gene expression and to idenfify regulatoiy regions
important for its tissue-specific expression, we have char
acterized the 5’-flanking region of the rat RALDH1 gene.
2. Experimental procedures
2.1. CetI unes and cutture conditions
HEK 293 (human embryonic kidney), LLCPK (pig
kidney proximal tubule), Caco2 (human colon adenocarci
noma), and HepG2 (human hepatoma) ceils were cultured in
Dulbecco’s modified Eagle’s medium (Gibco BRL) supple
mented with 10% (v/v) fetal bovine semm (F3S, Biomedia),
high glucose, sodium pyruvate, non-essential amino acids,
100 units/ml penicillin and 100 igJm1 streptomycin (Sigma)
at 37 °C in an incubator containing air/C02. GC (rat
somatolactotroph) cells were cultured under similar condi
tions except that 10% FBS was replaced by 12.5% and 2.5%
horse and bovine serum, respectively.
2.2. Cloning ofthe 5’-flanking region of rat RALDH] gene
A rat genomic library, EMBL3 SP6,T7 (Clontech), was
screened with a RALDH1 cDNA fragment spanning the
exon I and the bcginning of exon II (nucleotides corre
sponding to amino acids 1—59, probe I) [8]. Six positive
clones were obtained and purified through three rounds of
screening. 11e purified clones were digested with EcoRI
to release the cloned fragments. An 11-kb insert that
hybridized with probe I and also with an end-labeled
RALDH1 oligonucleotide complementary to the sequence
sunounding the initiating ATG in exon I of RALDH1 (5’-
AGGCTGTGCAGGGGAAGACATTG-3’, probe H) was
isolated and digested with Hindffl. This resulted in two
DNA fragments, 6 and 3 kb, which hybridized respec
tively with probe I and II, and with probe I. The 6- and
3-kb fragments contained the 5’-fianking region and exon
1, and the exon II of RALDH1, respectively. DNA
sequencing in both directions was performed using the
T7 sequencing kit (Amersham Phannacia Biotech) and
appropriate oligonucleotide primers.
2.3. Location ofthe transcription start site
Total RNA was isolated from rat kidney with Trizol
(Roche Molecular Biochemicals). Primer extension was
carried out to establish the full-lengffi 5’ end of RALDH1
mRNA using probe H (see above) and probe III, an
antisense oligonucleotide complementary to sequences in
exon II (5’-TGCCACTCACTGAATCATGCCATTC-3’).
The end-labeled primers were annealed with 10 jig
baker’s yeast tRNA or 50 g of rat kidney total RNA
in 1 x hybridization solution (20 mM Tris—HCI, pH 8.3,
and 120 mM KCI) for 20 min at 65 oc and for 90 min
at 42 °c. 11e DNA strand was extended with 40 units of
AJvW reverse transcriptase (Amersham Pharmacia Bio
tech). The primer extension pmducts were analyzed by
electrophoresis on a 6% poÏyacrylamide gel.
2.4. Generafion of tucferase reporter constructs
11e flanking restriction sites BamHI and HindTll were
introduced in the sequence — 1360 to +43 offfie RALDH1
promoter region respectivcÏy by polymerase chain reaction
(PCR) and were cloned into the unique cloning sites
(BamHI and Hindffl) of a promoterless luciferase vector,
TKSL (Amersham Pharmacia Biotech). The deletion con
structs RALDH — 624, RALDH —450, RALDH — 286,
RALDH-200, RALDH-111, RALDH-80,
RALDH — 65 and RALDH —48 were genemted by PCR
amplification, followed by insertion of the PCR products at
the BamHI and HindilI restriction sites of TKSL. All
constructs were sequenced to confirm that no mutations
occurred during PCR amplification.
2.5. $ite-directed mutagenesis
Mutagenesis of CCAAT and octamer (Oct) motifs was
performed by two rounds of PCR [13]. The following
oligonucleotides (single-strand sense and antisense oligonu
cleofides with the restriction sites underlined and mutated
sites italicized) served as primers:
RALDH — 111: 5’-acggatcctgagtagtgcccttcctgcc-3’
Mut — 65: 5’-ttgcatatcggcatagatatcgatggccagactcag-3’
Mut
—
48: 5’-cctgcactaagggtcgatatcatatcggcatatgattg-3’
Mut — 48/ — 65: 5’-cctgcactaagggtcgatatcatatcggcataga-
tatc-3’
RALDH + 43: 5’-actggctggmggctcctggaacaca-3’
In the first PCR round, the sense RALDH — 111 and
antisense mut — 48, mut — 65 and mut — 48/ — 65 primers
were employed in separate reactions. In the second PCR
round, the first PCR products and the antisense RALDH + 43
primer were used. PCR was performed for 30 cycles. 11e
mutants generated were cloned in TKSL vector at the BamHl
and Hindffi sites and sequenced to verif’ mutations with the
T7 sequencing kit (Amersham Pharmacia Biotech).
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Fig. I. Nuc]eotide sequence of the 5’-flanldng region of the rat RALDH I gene. AI] nucleotide positions are numbered relative to the transcriptional start site
(+ I). The nucicotides present in the mRNA are in upper case Ietters; intron I and flanking sequences are in lower case Jettera. Potcntial consensus sequences
for regulatoiy elements and transcriptional fiictor-binding sites and the ATG start codon are in bold.
2.6. Transfection and tucferase assay
HEK 293, and LLCPK ceils (0.5 X 10 cellsIml) and
HepG2, GC and Caco2 ceÎls (1 X 106 celÏs/mt) were seeded
in 12-welI tissue culture plates for 24 h, then transfected
with 2.5 .tg of reporter constmcts and 1 j.rg of RSV-I3Gal as
a confrol for transfecfion efficiency. Transfecfion was car
ned out using either standard calcium phosphate co-precip
itation or DEAE-dextran techniques [14]. LLC?K celis were
treated with chloroquine shock (50 .tg!m1), and the medium
was changed 6 h afier transfection. The medium was
replaced 24 h afier transfection for other ceil unes. The
cells were washed with phosphate-buffered saline 48 h after
tmnsfection and harvcsted by scraping in lysis buffer (50
mM Tris, pH 7.8, 1 mM EDTA, and 0.1% Triton). The ceil
lysates were cenffifuged, and the supematant was used for
luciferase and 3-gaIactosidase assays. Lucifemse activity
was measured in a Lumat LB 9507 (EG & G Berthold)
Ïuminometer. The experiments were performed in triplicate,
and similar resuits were obtained from three independent
experiments. The data were expressed as relative luciferase
activity over 3-galactosidase activity to normalize for tians
fection efficiency.
2.7. Preparation of nuclear extracts
Nuclear extracts from cultured celis were prepared
according to the protocol of Dignam et al. [15]. They were
rapidly frozen in liquid nifrogen and stored at — 80 oc unfli
used. Protein concentration was measured with the BCA
—1360 acagcgttga tattgatatg tccaggaaga tgaaaatgtt tcccgtctgc ttcgtaagag
APi
—1300 aaagtttgct attcctgtta ggttgactga aagttgaacc ataacttcca tgtgtataac
—1240 tactgaatgg aagatcccaa acatgaccct aggtggggat cacaggatcg atattaaggc
—1180 aggtctggaa aagaagacta atatctcgga gtgctttgcc tgaggtgaaa ttccagcctt
—1120 atcctgccag gtctgtgacc ataagctgta ttcctctctg tctttagaaa atgtgcagct
APi
—1060 cagtcaaggt gaaaagaaac acattcccca ggctcctgtt cctcccccta qctaagtccg
—1000 agtgcagggg aagtggcaat ttcatttcga agacgttatc actaattCtt ataaaccaga
—940 gcatcctaag aatgttatct tqttccttcc atatcttgtg caggagcatc aacacagaga
-880 agcattgtat tcaaaatgaa aacactacag ttaaagttcg tcctttacca agttcccagc
—820 tcaaaacatt acgaatttaa actcttaggg ggcaatattt acattctttc cttctatgct
—760 gcctagacta aagattcaaa gtgcagacac ttcccaaatc agaeattact ttcactttaa
—700 atgaatttcc acagatggct ttggcataat gttctctgag ggtctgcgtg tgacaaggaa
APi
—640 ctctgactga aaagtcctgc acagttftct gttcccacca aatagaaggg acaaagacaa
-580 tttgaagttc ctaatataac attagtttgt aggaatttct tttatttcag ttggggaaga
GATA
—520 tagtctagga aaagagcatt tctccctaac agtaccctga tcagctggga taaggatgga
—460 ttctctggta gccatgtcag gcagattcat agtcctctcc tcctcagctc ctggggagag
C/EBP
—400 tgagaacagg ggtagatatt tcatcattgc aatgtctttg ttccccagtc tgtgtgagca
—340 gaaaagttac acagtagcct aacaagcagg aaaaggcaag aaaacaaaaa agaactggct
MEP1
—280 tccagtgtct ggagcagctg cacacacacc cttagcacag gtttggcttg gtaaattaat
—220 tcatctgtaa atagtgagca gtctccagct ggaactttgg agctaaggtg cagggtcctt
Spi
-160 aaggatttac atttaaaggc aaaggctccc tqcccctagg tgttacaagt gagtagtgcc
Spi CCAAT Box OCT
—200 tttcctgccc tgccctgagt ctggccatcc aatcatatgc cgatatgcaa atgaccctta
GATA TATA Box +1 EXON I
—40 gtgcaggcag ataaaaagga gcaaatgctc tttcagaacc AATTTGCrGA GCCTGTCACC
TGTGTTCCAG GAGCCAAACC AGCAATGTCT TCCCCTGCAC AGCCTGCAGT TCCTGCCCCA
INTRON I
CTCGCCAACT TGAAGATTCA ACACACCAA9 gttagtcact tg.........ctatc atcacacATC
EXON II
TTCATAAACA ATGAATGGCA TGATTCAGTG AGTGGCAAGA AATTTCCTGT
CCTTAACCCT GCAACTGAGG AGGTCATCTG CCATGTGGAA
xlii
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Fig. 2. Comparison ofnucleotide sequences ofproximal pmmotcr regions ofmt, moose and isuman ALONs. Sequence identity between ALDHs is indicatcd by
dashes sud nucleotide deletions by blsnk spaces. Tise transcdptional start site (± I) is shown, and numbering relative to RALDH I starts from this position. Tise
staR codon ATG sud tnnscdptinnal factor-binding sites are in bold.
protein assay kit (Pierce,) with bovine serum albumin (BSA)
as standard.
2.8. Electrophoretic mobiliiy shfl assay (EMSA)
EMSA experiments were performed with I gg of nuelear
extmcts. Different EMSA probes were genemted by anneal
ing eomplementary oligonucleotides each containing five to
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seven unpaired nucleotides. Sticky ends were fihled with
Klenow fragment and labeled with [a-12P]dCTR The
nuclear exflcts were mixed with 50,000 epm of labeled
probes, I .tg of poly(dJdC) in EMSA buffer [12 mM
HEPES, pH 7.9, 12% glycerol, 1.5 mM MgC12, 35 mM
KCI, 1.5 mM dithiothreitol (DTT), and 300 pglml BSAJ in a
total volume of 30 1d. fle reaction mixture was ineubated
for 30 min at room temperature. The mixture was subjected
Ccli lires
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Fig. 3. Expression oflueiferase activities in HEK 293, LLCPK, Caco2, HepO2 and GC cells. A reporter vector containing tise 5’ region ofRALDHI aubcloned
in front ofthe luciferase gene (Luc-RALDH — 1360, sec Experimental procedures) waa fransfected iota different cdl unes, as indicated. A promnterless vector
ÇFKSL) was uaed sa negative confrol (not shown), sud RSV-GAL was cotmnsfected to measure transfection efficiency. Tise resuits are mean ± Si). of
tdplicate determinafions and expresaed as normalized lueiferase aerivity.
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to electrophoresis in 4% non-denaturing polyaciylamide gel
containing 2.5% glycerol in 0.25 X Tris—Borate—EDTA
electrophoresis buffer.
For super shifi analysis, 2 ii of specific (Oct-l,2,3/4,6;
CBF/A, C/EBP[ STAT-5b) antisera (Santa Cmz Biotech)
were incubated with nuclear extracts for 15 min before
addition of the probe. In competition assays, a large excess
(1000- to 500-fold) of unlabeled, double-stranded oligonu
cleotide competitor was incubated together with nuclear
exfract before adding the labeled probe. The following sense
(S) and antisense (AS) oligonucleotides (mutated sequences
are underlined) were used in the EMSA and super shifi
studies:
RALDH WT-S:
3,
5’-tctggccatccaatcatatgccgatatgcaaatga-
RALDH WT-AS: 5’-ctaagggtcafttgcatatcggcatatgattg-
gatgg-3’
RALDHmut — 4$-S: 5’-tctggccatccaatcatatgccgatg
tatcga-3’
RALDHmut — 48-AS: 5’-ctaagggtcgatatcatatcggcatat-
gattggatgg-3’
RALDHmut — 65-S: 5’-tctggccatcgatatctatgccgatatg-
caaatga-3’
RALDHmut — 65-AS: 5’-ctaagggtcatttgcatatcggcatag
tatcgatgg-3’
RALDHmut — 48/ — 65-S: 5’-tctggccatcgatatctatgccga-
tatgatatcga-3’
RALDHmut — 48/ — 65-AS: 5’-ctaagggtcgatatcatatcgg-
catagatgg-3’
AD5-S: 5’-aaggggatccgtgtacacaggaagtgacaaffitc
AD5-AS: 5’-aggaagatctcgaaaaugtcacttcctgtgtac-3’
A -1500 -1000
1- •1-
-500 -250 -100
I I I
B
RALDH-1 360
—1:ïL:1
RALDH-450
—LZ1
RALDH-200
RALDH-1 I I
RALDH-80
RALDH-65
RALDN-48
I cuc IKSL
= =q q o C C C
1-.
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Fig. 4. Funcflonal analysis of the promoter elements of the rat RALDH I gene. The varions deletion consOuctS containing different lengths of tIse 5’ region (A)
were transfected into HEK 293 (solid bar) and LLCPK (Nank bar). The TKSL plasmid was a promoterless negative control. The vector RSV-3Ga1 served to
determine transfection efficiency. Luciferase activities were calculated as the percentages of fiul-length (RALDH — 1360) activities in each ccli une (B).
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DR1-S: 5’-aaggggatccgtgtacaggtcacaggtcaattttc
DR1-AS: 5’-aggaagatctcgaaaaftgacctgtgacctgtac-3’
NBRE-S: 5’-aaggggatccacgagagatagaaaggtcagacgact-3’
NBRE-AS: 5’-aggaagatctagtcgtctgaccfttctatctctcgt-3’
AD5 are random oligonucleotides. DR-1 and NBRE are
oligonucleotides containing a RA response-tike element
(RARE) (direct repeat of AGGTCA) and a NGfI-B respon
sive element (AAAGGTCA), respectively.
3. Results
3.1. Cloning ofthe 5’-flanking region of rat RALDHJ gene
Arnong class I cytosolic rat ALDHs, namely RALDHI,
RALDHII, RALDHTII and phenobarbital-induced ALDH
(pb-ALDH), RALDHI and pb-ALDH are the most closely
related ALDHs (89.6% amino acid sequence identity). The
first 66 nucleotides ofthe coding region (exon I) ofpb-ALDH
are conserved in RALDH1 [16]. Differences in nucleotide
sequences between RALDHI and pb-ALDH were evident in
exon II tFiti 21. Therefore, to differentiate between the
RALDH1 and pb-ALDH genes durmg screenmg of a rat
genomic library, we used both a cDNA fragment spanning the
exon I and the beginning of exon II (probe I), and an
oligonucleotide probe hybridizing to the region surrounding
the initator ATG in exon I (probe II). We obtained a positive
clone containing an 11-kb insert that hybridized with both
probes. from the 11-kb insert, we obtained two fragments (6
and 3 kb) afier digestion with Hindffl. The 6-kb fragment
hybridized with probes I and II, indicating that it contains
exon I sequences, whereas the 3-kb fragment hybridized
only with probe I, suggesting it contains only exon II.
Sequencing the 6- and 3-kb fragments from both directions
demonstrated the authenticïty of the cloned genomic region
as that of RALDH I and indicated that the 6-kb fragment
contains 1.36 kb of5’-flanking region, the first exon and part
of intron I, while the 3-kb fragment contained the rest of
intron land the beginning of exon II (Fig. 1). The nucleotide
sequence ofthe 5’-flanldng region, starting from — 1360 to
the transcriptional start site + 1, is shown in Fig. 1. Scanning
of the 5’-flanking region for putative regulatory elements
showed a TATA box at —26 and a CCAAT box at —68 (Fig.
I . A number ofpotential responsive elements, such as Oct,
APi, SPi, and GATA, were also present in this region.
Primer extension analysis showed an extension product of65
and 150 base pairs (bp) from probes II and III, respectively
(flot shown), indicating that transcription is initiated 44 bp
upstream from the ATG codon (Fig. Il.
In addition to RALDH 1, other homologues such as m
AHD2 and hALDII1 have been shown to be involved in the
-31 gataaaaagg agcaaatqct ctttcagaac cAATTTGCTG
+10 AGCCTGTCAC CTGTGTTCCA GGAGCCAAAC CAGC
B
>
o
o
‘t
‘t
o
A
-111 tgagtagtgc ccttcctgcc ctgccctgag tctggccatc
mut-65 mut-48
gatate atgat atc
-71 caatçatatg ccgatatgca aatgaccctt agtgcaggca
RALDH-l 11 BALDHmuL-65 RALDHmu-48 RALDHmuL-48/-65 IKSL
Fig. 5. Effect of CCAAT and Oct motif mutations on rat RALDH 1 promoter activity. Mutations were introduced in the luciferase vector containing a fragment
of the RALDHI promoter (RALDH — III) by PCR. (A) Schematic representation of nucleotide modifications introduced in the CCAAI and Oct motifs.
Modified nucleotides shown in bold. (B) Luciferase activities of mutated reporter vectors in 1-tEK 293 (solid bar) anti LLCPK (blank bar) ceils. Relative
luciferase activities are presented as percentages of wild-type promoter activity (RALDH — 111).
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synthesis of RA [9]. On the other hand, pb-ALDH, which
bas a high degree of homology with RALDH1, m-AHD-2
and hALDHÏ, does not catalyze retmal oxidation [17].
Comparison of sequences of the rat RALDH1 proximal
promoter region revealed similarities with pb-ALDH [16],
m-AHD-2 [1$]andhALDHl [19]fFii. 2). TheCCAATand
ATAAA boxes are well conserved in these ALDHs. An Oct
binding site is conserved in RALDHI, m-AHD-2 and
hALDH1, but not in pb-ALDH, due to a 16-bp detetion
upstream of position —40. In addition, a 7-hp deletion,
upstream of position — 82, exists in pb-ALDH. A striking
difference in the proximal promoter region between mouse,
rat and human genes is a l0-bp deletion 20 bp upstream
from the transcriptional start site in the rat promoter. Several
nucleotide substitutions were also found between RALDH I
and bALDH1 throughout the proximal promoter region
(Fig. 2).
3.2. Functionat characterization of the rat RALDHJ
promoter region
The activity of the cloned 1360-bp 5’-flanking region of
RALDHÎ was examined in various celi unes in a transient
transfection expenment, using a luciferase reporter con
struct. Except for GC celis, the other ccli types showed
basal promoter activity (Fig. 3. The highest activity was
, observed in the kidney-derivcd cell unes HEK 293 and
LLCPK. These resuits indicate that the 5’-flanking region
can direct ceÏl type-specific expression.
To identify the critical elements required for promoter
activity, luciferase reporter constructs containing progres
sive deletions of — l360-bp fragments were transfected into
HEK 293 and LLCPK celis. Progressive removal ofthe 5’-
sequences from — 1360 to — 80 did flot significantly affect
the reporter gene expression (Fig. 4A and B). However, a
drastic decrease in luciferase activity was observed in ceils
transfected wïth the RALDH — 65 and RALDH —48 luci
ferase constructs (Fig. 43). These resuits suggest that the
—
80 to — 48 region is critically important for basal pro
moter activity. Sequence analysis in this region showed the
existence of a CCAAT box (— 72 to — 68) and an Oct
binding site (— 56 to — 49). To investigate the possible
importance of these regulatory elements in goveming basa)
promoter activity, site-directed mutations were introduced
into these putative sites, and the functional consequences of
the mutations were then examined with luciferase reporter
constructs transfected into three kidney ceil hues.
Mutation of the CCAAT box (Fig. SA) resulted in the
virtual abolition of luciferase activity, indicating that the
CCAAT motif is critical for basal promoter activity (Fig.
53). On the other hand, 80—90% of luciferase activity was
lost when the Oct-binding motif was mutated (Fig. SA,
RALDHmut —48, Fig. 5B), suggesting involvement of the
Oct motif in promoter activity. Furthermore, double muta
tion of the CCAAT box and Oct-binding motif (RALDH
mut — 48/ — 65, Fig. 5B) resulted in complete loss of
promoter activity. These data strongly indicate that
CCAAT and Oct motifs are essential for basal promoter
acfivity of the RALDH 1 gene.
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Fig. 6. EMSA with nuclear exlracts from HEK 293, LLCPK, HepG2, Caco2
and GC celis. (A) A labeled fragment representing nucleotides — 81 to —40
ofRALDH I promoter was incubated with nuciear extiacts from varjous ccli
unes in the presence (±) or absence (—) of I 0O-foId excess unlabeled
fragment. (B) Competition with non-specific oligonucleotides in nuclear
extracts from HEK 293 ceils. Lane 1, contraI without added nuclear extract;
lane 2, with nuclear extiact; and lanes 3—6, competition with uniabeiled
fragments (—$1 to —40), DR-1 motif (RARE, AGGTCA repeat), NBRE
(NGIf-B response element, AAAGGTTC) and AD5 (non-specific),
respectively.
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3.3. EMSA and super shft experiments demonsfrate the
presence of C3f-A (NF-YB) and Oct-1 proteins in the
DNA -protein complex
Incubation of a iabeied probe comprising the sequence
from —81 to —40 (RALDH WT) with nuclear extracts
from HEK 293, LLCPK, HepG2, Caco2 and GC celis
resuited in the appeamnce of severai labcied bands (Fig.
6A) in EMSA analysis. Nuclear extsacts from kidney celis
(HEK 293 and LLCPK) produced six bands, Cl—C6 (Fig.
6A) with the labeled probe. Note that identical complexes
were formed with the two kidney ceil unes, whereas differ
ent pattems of complexes were formed in HepG2, CaCo2
and GC celis. Excess of uniabeled fragment inhibited
formation of ail complexes with the radioactive probe.
Specificity of binding was also verified using non-specific
(AD5) uniabeled oligonucleotides in the compefition assays
(fig. 63. lane 6). Competition experiments with increasing
concentrations of uniabeled specific probe using a nuclear
extract from HEK 293 celis indicate that while ail com
plexes were abrogated by the specific competitor, complex 1
(Cl) was competed faster than other complexes (Fig. 7).
The binding of nuclear proteins to the — 81 to —40
(WT) sequence was challenged with excess unlabeled oligos
containing internaI mutations at —48 (Oct mofif RALD
Hmut — 48), at —65 (RALDHmut — 65, CCAAT box) and
double mutations at — 48/ — 65 (RALDHmut — 48/ — 65) in
EMSA experiments. DNA fragments mutated at —4$
competed for formation of the Cl and C3 complexes (Fig.
8. lane 4), indicating that these complexes contain factors
that do not bind the Oct motif DNA fragments mutated in
the CAAT box eliminated formation of complexes C2, C4,
C5 and C6, indicating that these complexes contain proteins
DX IX 2X 5X I DX 20X 50X t DOX 200X
I 2 3 4 5 6 7 X D t)
Fig. 8. Competition with unlabeled CCAAT and Oct mutants. EMSA was
performed with nuclear extTacts from HEK 293 cells as in Ii. 7. L.ane I:
Incubation without nuclear extract. Lanes 2 and 3: Incubation and
competition with Iabeled and unlabeled probes t —81 to —40), respectively.
Lanes 4 and 5: Competition with I 00-fold excess unlabeled mutant — 48 and
—65 (Oct and CCAAT motifs, see t i. 5 \), respectively. Lane 6:
Competition with unlabeled — 48/ — 65 double mutant.
binding outside of ifie CCAAT box sequence (Fig. X. anc
5). The double mutated (RALDHmut — 48/ — 65) oligo did
not compete with any labeled complexes tFig X. lane tit,
suggestmg that the binding of these complexes is limited to
those two elements. 0f note, formation ofthe Cl complex
could be competed by either of the single mutated oligonu
cleotides, but flot by the double mutated oligos (fig. 8. lanes
4—6). Together, these resuits suggest formation of com
plexes containing proteins bound to the Oct motif (Cl, C2,
C4, C5, and C6) or to the CCAAT Box (Cl, C3), with
occupancy of both sites in the Cl compiex.
To fiirther define the nature ofproteins within the differ
ent complexes, we performed super shift assays using a
promoter fragment containing sequences between position
— 81 and —43. Anti-Oct-1 antibody shifted the Cl and C2
complexes to higher regions in the gel t Fig. 9. Lanc -T),
suggesting that Oct-1 binds to the Oct sequence to form Cl
and C2. 11e anti-Oct-2, 3/4, and 6 antibodies did flot affect
formation of ifie complexes (not shown). Since competition
experiments suggested that complexes C3 and Cl contain
proteins bound to the CCAAT box, we sought to identify
which proteins among several nuclear factors including
CBF-A (NF-YB) and C/EBPI3 may bind to ifiese com
plexes. In super shift assays, an anti-CBF-A, but flot an
anti-C/EBP antibody, shifted the mobility of Cl and C3
(Fig. 9. lane ). In contrast, addition of an anti-STAT5
I Guimond et aL / Biochimica e! Biophysica Acta 1579 (2002) 81—91
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fig. 7. Higb-affinity DNA-binding protein in nuclear extracts. HEK 293
nuclear extracts were incubated with labeled nucleotides (—81 to —40).
Lane I: Incubation without nuclear extracts. Lune 2: Incubation wiffi
nuclear extracta. Lanes 3—10: Competition with increasing concentrations
(I X to 200 X) of un]abeled nucleotide fragments.
super shifi
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antibody had no effect (Fig. 9. lane 3), confirming the
specificity of immunoreaction with anti-Oct-1 and anti
CBF-A.
Together, these resuits suggest that binding of Oct-1 and
CBf-A ïs responsible for formation of complexes C2 and
C3, respectively, and that both proteins bind simultaneously
to form complex Clin nuclear extracts from HEK 293 and
LLCPK ceils. In addition, other as yct unidentified factors
bind to the Oct motif to form complexes C4, C5 and C6.
Finally, it is noteworthy that although the Oct and CCAAT
box are binding sites for ubiquitously expressed transcrip
tion factors, assembly of proteins on these sites appears to
be tissue-specific, with a specific paflem of binding in celis
of kidney origin.
4. Discussion
Several studies including ours have demonstrated that
RALDH1 expression is developmental stage and tissue
specific with a correlation between the RALDHI expression
pattems and RA synthesis [10.20--22]. We and others have
discovered that vitamin A status regulates RALDH I expres
sion [I (.23]. These observations prompted us to clone and
characterize the 5’-flanking region of RALDH1 gene. The
cloned 1 360-bp promoter showed high luciferase activity in
HEK 293 and LLCPK kidney ceil unes tFig. 7), although
luciferase activity was lower in LLCPK compared to HEK
xlvii
89
293 cells. This could be due to a lower expression of
transcriptional factors needed for RALDH expression in
LLCPK celis. Altemafively, there could be some differences
in the transcription factors binding to the RALDH promoter
in these two celi unes, in spite of thefr common kidney
origin. Note in this respect that RALDH — 80 was as active
as RALDH — 1360 in HEK293 cells, while expression from
the RALDH — 80 promoter was only about 30% compared
to that ofthe full-length promoter in LLCPK celis. This may
reflect differences in the celi type, degree of differentiaflon,
or species of origin of these celis.
Sequence analysis of the promoter revealed several
putative regulatoiy elements (Fig. 1). Transfection studies,
using RALDH1 gene deletion constnicts and mutants
linked to a luciferase reporter vector, demonstrated that
CCAAT and Oct motifs are essential for promoter activity.
Recently, Elizondo et al. [24] reported that RA down
regulated hALDH1 expression through RAR and C/EBPI3
in mouse hepatoma-derived Repa-1 celis, and identified a
putative RARE located at — 91/—75 bp adjacent to the
CCAAT box of hALDH 1 gene. Although the proximal
promoter regions of rat RALDH1 and hALDH1 have a
high degree of homology (Fig. 2), we did not observe any
effect of RA either on mRNA expression or on promoter
activity in HEK 293 and LLCPK cells (flot shown).
Examination of the nucleotide sequences that acts as
putative negative RARE in hALDH1 (TGTTCA) with
the RALDH1 sequence identified two nucleotide substitu
tions (TGGCCA) in that region (Fig. 2). These two
nucleotide substitutions may prevent this sequence from
functioning as a negative RARE. Furthermore, the con
sensus RAP. binding sequence (R.ARE DR-1) did not
compete wiffi any of the complexes in EMSA, indicating
that RAP. or RARJRXR complexes do flot bind to the
labeled probe (Fig. 63). These resuits suggest that the
RARE found in the hALDH 1 gene is not conserved in rat
RALDH1. Lack of conservation of this putative RARE
was also observed in the chicken ALDH1 gene [25]. Our
results also suggest that RA does flot act ffirough the 1.36-
kb promoter in the regulation of RALDH 1 gene expres
sion. In vivo, RA regulation of rat RALDH1 may be
mediated through other sequences or involve indirect
regulation.
The CCAAT box is one of the most common cis-acting
elements present in the eukaryotic promoter. Several
CCAAT-binding proteins have been described (Refs.
[26.27] and references therein). They include C/EBP
CTFINF 1, HSB-CBF and NF-YB. Super shift assays iden
tifs’ NF-YB as the primaly factor interacting with the
CCAAT region of RALDH1 gene (Fig. 9). Nf-YB is a
ubiquitous CCAAT-box binding factor with a strong pref
erence for specific CCAAT-box flanking sequences. NF-YB
binding to the RALDHI CCAAT box has been observed not
only in nuclear extracts from HEK 293 celis, but also in
LLCPK and MDCK ceils (flot shown), suggesting that in
kidney cells derived from different species, NF-YB is the
I Guimond et al. / Biochimica et Biophysica Acta 1579 (2002) 81—91
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fig. 9. Anti-Oct-I and anti-CBF (Nf-YB)-antibody super shifi of the
DNA—protein complex formed with nuclear extracts from HEK 293 cells.
EMSAs were performed by incubating HEK 293 celI nuclear extracts with
the Iabeled — 81 to —40 fragment of the rat RALDH I gene. In super shift
assays, specific antibodies were added before incubation wiffi Use Iabeled
probe. Lane 1: Incubation without nuclear extracts. Lane 2: Incubation with
nuclear extracts. Lane 3: Incubation with non-specific antibody (STAT-5).
Lane 4: Incubation with 2 and 4 tg anti-Oct-I antibody. Lanes 5 and 6:
Incubations with 2 and 4 pg of anti-ClEBP3 and anti-CBf-A (NF-YB)
antibodies, respectively. Arrows indicate the shifted banda.
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key transcriptional factor binding to the CCAAT motif of
RALDH1 gene. In contrast, the CCAAT motif of the
hALDH1 proximal promoter region binds both NF-YB
and C/EBP nuclear factors [19,24], when nuclear extracts
from human hepatoma ceils (HepG2) and mouse hepatoma
derived celis (Hepa-1) are used respecfively, in super shifi
assays.
Super shifi experiments with anti-Oct-1 to -6 antibodies
demonstratcd the specific binding of Oct-1 antibody to the
Oct motif (Fig. 9). Oct-1 is a ubiquitously expressed tran
scriptionai factor [2$]. It is a member of the POU homeo
domain family. High-affinity Oct-1 -binding sites have been
found in a number of cellular promoters [29—33]. Oct-i also
negafiveiy regulates certain genes [34] and is invoived in
deveiopmental and ceil cycle regulation [35]. It has been
reported that Oct-1 is acfivated by differenfial phosphoiyla
tion during the ccli cycle, and phosphorylated Oct-1 is
responsibie for transcriptional regulation of the histone
H23 gene [35]. Whether modulation of Oct-1 activity by
post-transiationai modifications is important for tissue and
stage-specific expression of RALDH1 remains to be inves
tigated.
Compiex Cl was found to resuit from binding of nuclear
factors from kidney celis bound to both CCAAT and Oct
motifs (Fig. X). Super shifi assays confirmed that both NF
YB and Oct-i are found in this complex (Fig. 9). Further
more, competition experiments with increasing concentra-
fions of cold probe showed that Cl is competed faster than
other complexes (Fig. 7), in agreement with necessity of
binding by both proteins in this complex but flot in com
plexes C2—C6. Functional interactions between Nf-YB
wiffi offier transcriptional factors or nuclear proteins have
been reported [36—39]. 11e drastic effect of mutating either
the Oct site or CCAAT box in the promoter suggests that
synergy between NF-YB and Oct-1 may be important for
RALDH1 expression.
It is noteworthy that despite the fact that Oct-1 and NF
YB are ubiquitously expressed transcriptionai factors, Cl is
present only in some but flot alI ccli nuclear extracts tested
(Fig. 6). This may indicate competition by other proteins in
non-kidney ceils or participation, along with Oct-1 and Nf
YB, of one or more kidney-specific factors. In addition,
severai other nuclear factors also bound to the Oct sequence
independently of Oct-i to form complexes C4, C5, and C6.
These factors may be stiil unidcnfified Oct protein family
members, and may be expresscd in a tissue-specific manner
as these complexes were flot obsewed in HcpG2, CaCo2
and GC cells Fig. 6A).
In conclusion, in the present study, we have cloned and
characterized the rat RALDHI promoter and defined the
minimal promoter region responsible for basal activity. We
have demonstrated that CCAAT and Oct motifs are essen
tial for promoter activity, and have identified two fran
scriptional factors, NF-YB and Oct-l, which bind to these
regulatoiy elements. It would be of interest in the future to
characterize the additional protein(s) bound to this region
of the RALDH 1 promoter, and to characterize in more
detail the roie ofNF-YB and Oct-1 in regulafing RALDH1
expression during deveiopment and differenfiation.
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of retinoid metabolism in monkey kidney proximal
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Abstract Ail-trous and 9-ris retinoic acjds function as li
gands for retinoic acid receptors (RARs and RXRs), which
are ligand-dependent transcription factors and play impor
tant roles in development and cellular differentiation. Sev
cml refinal dehydrogenases are likely to contribute to die
production of afl-trans and 9-cis RAs in vivo, but thefr re
spective moles in different tissues are stifi poorly character
ized. We have previously charactenzed and cloned from
kidney tissues die rat retinal dehydrogenase type 1
(RALDH1), which oxidizes ail-h-ans and 9-ris retinal ‘vith
high efficiency but is inactive with 13-eu retinai Here we
have characterized die retinal-oxidizing activity in monkey
JTC12 ceils, which are denved from kidney proximal tu
bules. In vitro assay of ccli lysates revealed die presence of
a NAD-dependent dehydrogenase that catalyzed die oxida
tion of ail-h-ans, 9-ris, and 13-cisretinal. Northern blot analy
sis of JTC12 RNAs and clowng by reverse transcription
polymerase cham reaction demonstrated expression of a
monkey homolog of RALDH1. Bacteriafly expressedJTCl2
RALDH1 catalyzed conversion of ail tin-ce retinal isomers,
with a higher catalytic efficiency for 9-ris retinal than for ail
h-ans and 13-eu retinal. Accordingly, live JTC12 produced
9-cis retinoic acid more efficienfly than ail-ii-ans retinoic acid
from their respective retinal precursors. Only metabo
lites corresponding to die same stenc conformation were
formed from 9-cis or ail-Irons retinal, indicating a lack of de
tectable isomenzing activity inJTCl2 ceils.—Brodeur, H., I.
Gagnon, S. Mader, and P. V. Bhac Cloning of monkey
RALUH1 and charactenzation of retinoid metabolism in
monkey kidney proximal tabule ceils.j Lipid Res. 2003. 44:
303—313.
Supplementary key words retinoic acid • retinol • isomers • rennal
dehydrogenase type I • retinoid metabolism
Retinoids are important regulators of celi growth, dif
ferentiation, and embryonic development (1—3). They are
also needed for normal vision, reproduction, and immu
nity (4—6). The biological actions of retinoids are mcdi
ated through binding and modulation of retinoic acid re
ceptors (RARs) or retinoid X receptors (RXRs), which
function as ligand-dependent transcription factors (7).
Ml-trans retinoic acid (RA) is a nataral ligand for PARs,
and 9-cis RA binds to both RAPs and RXRs (8). The influ
ence of vitamin A (retinol) in the control of gene expres
sion is made possible by enzymes regulating RA synthesis.
RA is formed from retinol via a 2-step metabolic pathway
that involves oxidation of retinol to retinal and then of
retinal to RA (9, 10). Although the metabolic pathways
leading to die formation of all-trans and 9-cis RAs are be
ginning to be elucidated, die enzymes controlling produc
tion of these compounds within specific cells and tissues
are stili poorly characterized. In particular, it is flot firmly
established whether both all-trans and 9-as RAs can be
produced from die precursor all-trans reflnol. Several
studies have shown diat extemally supplied aIl-traits, 9-ris,
and 13-ris RAs are isomerized into ris or trans RAs in celis
and tissues and appear to reach equilibrium (11—16).
Since no isomerase(s) involved in these processes have
been identified, it is generally believed that die intercon
version of as-traits RA occurs in celis through nonenzy
matic mechanism (s), although it is flot clear whedier titis
can happen at the level of retinol, retinal, and/or rednoic
acid (16, 17).
We have previously reported die purification, cloning,
and characterization of a reunal dehydrogenase type 1
(RALDH1) from rat kidney that oxidized ail-irons and 9-ris
retinal, but flot 13-ris retinal to die corresponding acids (18—
20). We have also demonstrated that rat RALDHI is highly
expressed in die proximal tabules of die developing kidney,
Abbreviaflons: ALDH, aldehyde dehydrogenase; GST, glutathione
S.transferase; Hl’LC, high-pressure liquid chromatogTaphy; RA, reti
noic acid; RALDH1, 2, and 3, rennal dehydrogenase type 1, 2, 3; RAR,
reunoic acid receptor; RXR, retinoid X receptor; RT-PCR, reverse tran
scripnon-polymerase chain reaction; SDS-PAGE, sodium dodecyl sul
fate-polyacrylamide gel electrophoresis.
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fig. 1. A: Northern analysis of total RNA (10 ig) fromJTCl2
celis (lane 1) and aduit rat lddney (lane 2). The blot was hybndized
under low stringent conditions as descnbed in Matenals and Meth
ods. B: Retinal-oxidizing activity in extracts fromJTCl2 ceils and
aduit rat kidney. Seventy-five micrograms of crude protein extract
and 10 i.M ofal]-fransreunal were used in the assay.
suggesfing a role in RA production duiing mbulogenesis
(21). In addition, rat RALDHI is expressed in other tissues
such as trachea, intestine, and stomach epithelia, indicating
ils role in RA production needed for epidielial celi differen
tiation (22, 23). In humans, RALDH1 is highly expressed in
kidney and liver tissues (24). On the other hand, in die
mouse, RALDH1 is detected in mesonephros of 1O-day-old
embryo but is not expressed in die aduit kidney (25).
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Fig. 2. Rates of retinoic acid (RA) synthesis from 9-as (circle), ail
trans (square), or 13-as (triangle) retina] with increasing protein con
centrations. Various concentrations of crude protein extract from
JTCI 2 cells were incubated with 10 p.M ofretinal isomers at 25°C for
1 h. Each point in die curve represents the average of 0-iplicate values.
In die present report, we have characterized’khe
RALDH expressed in a monkey kidney celi une (JTC12)
and invesfigated die production of isomers of RA by these
celis. The enzyme cloned was found to be die most ho
mologous to human RALDIII. ils expression in Iddney
JTC12 ceils is consistent with die reported high expres
sion of rat RALDH1 in kidney. In addition, monkey
RALDH catalyzed formation of all-trans, 9-as, or 13-as iso
mers of RA from die corresponding retinal isomers in
vitro, widi a 2-fold higher catalytic efficiency for 9-cis reti
nal. Similarly, 9-as RA was formed more efficienfly than
all-trans RA whenJTCl2 celis were incubated widi a]1-trans
or 9-cis retinal, respectively, without detectable equilih
rium between RA isomers.
MATERIALS ANT) METHODS
hemicaIs and reagents
Ml-trans, 9-ds, and 13-eu rerinal, and all-trans and 13-cis RAs
were purchased from Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO). Stan
dard all-trans, 9-ds, and 13-ris retinol were synthesized from cor
responding retinal by NaBH4 reduction as described earlier (26).
9-as RA was obtained from Hoffmann-La Roche (Basel, Swiner
land). The purity of die retinal substrates was assessed by reverse
and normal phase high-pressure liquid chromatography (HPLC)
(27) and was found to be at least 99% pure. Ml HPLC-grade sol-
vents were purchased from the Fisher Scienfific Co. (Toronto,
Ontario).
Ceil culture
JTC12 (monkey kidney proximal tubule) celis were cultured
in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (Gibco BRL) supple
mented with 10% (v/v) fetal bovine serum, high glucose, and an
tibiotics penicillin and streptomycin (Sigma) at 37°C in an incu
bator containing 5% C02.
Northern blot analysis
Expression of RALDH transcripts in JTC12 ceils was analyzed
by Northern blot essentially as described earlier (22). Total RNAs
from celis were isolated with Trizol pure reagent (Gibco BRL) ac
cording to die manufacturer’s protocol. Ten to fifteen micro-
grams of total RNA were separated in 1.1% agarose gels and
transferred to a Nytran membrane. The blots were prehybridized
and hybridized at 68°C using Quickhyb reagent (Stratagene, La
Jolla, CA). Theywere then washed twice with 2X SSC, 0.1% SDS
at room temperature for 15 mm, and then with 0.1X SSC, 0.1%
SDS at 50°C for 30 min (low-stringent condition). Under high
stnngent conditions, the blots were washed with 0.1X SSC, 0.1%
SDS at 65°C for 30 min. Full-length rat kidney RALDH cDNA
that was labeled with [32P] dCfP served as a probe.
Immunoblot analysis
For immunoblot analysis, cells and tissues were homogenized
in 1.0 ml of 100 mM ice-cold Tris-HCI buffer, pH 8.0, containing
3 mM EDTA and a mixture of protease inhibitors. The homoge
nate was centrifisged at 10,000 gto remove debns and unhomog
enized materials. The protein present in die supernatant was
boiled in sample buffer, separated by 8% sodium dodecyl sulfate
polyacrylarnide gel electrophoresis (SDS-PAGE), and transferred
to Hybond nitrocellulose (Amersham). Blots were blocked with
0.05% Tween-20 in 5% BSA before incubation with an antibody.
Immunoreactive protein was detected in an ECL Western blot
ting system. An antibody raised againso rat RALDH1 (peptide
b—
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1 ATGTATCCTAGGCAcGTCAGADTTACCTGTCCTACCTACCGATTTGGAGAT7CAATAT
M S S S G T S D L P V L P T D L K I Q Y
61 ACTAAGATCTTCATAAACAATGAGTGGCATGATTCAGTGAGPGGCAAGAAATTœCTGTC
T K I F I N N E W M D S V S G K K F P V
121 TTTTCCTGck;CTGAGGAGGA3CTCTœCAGGTAGAAGAAGGAGATAAGGCA3ATGTT
F N P A T E E E L C Q V E E G D K A D V
181 GACAGCAGTGAAGGCTGCAA’CAGGCTTTCCAGATTGGATCTCCATGGCGTADTATG
D K A V K A A K Q A F Q I G S P W R T M
241 GATGCTTCTGAGAGGGCGACTATTATADAAGTTGGCTGATTTAATCGAAAGASATCGT
D A S E R G K L L Y K L A D L I E R D K
301 CTGCTCCTGGCGACTGGAGTCAATGAATGGTGGAAAAC TCTAT TCDAATGCATATCT G
L L L A T M E S M N G G K L Y 5 N A Y L
361 AATGATTTAGGGCTœATCAAACAT1ucGCTACTGTGCAGTTGœCTGAcAGATC
N D L A G C I K T L K Y C A G W A D K I
421 CAGSCCGTAOEATACAATTGATGGPATTTTTTACATATACkKGDATGAAXTATT
Q G K T I P I D G N F F T Y T K M E P I
481 GGTGTATGTGG2ATTCCTTGGAATTTCCCGTTGGTTATGCTTTTGAGATA
G V C G Q T T P W N F P L V M L T W K I
541 GGGCCTGCACTGAGCTGTGGAAADACAGGTTGTCAAACCCAGAGCAAAC1tCTCTC
G P A L S C G M T V V V K P A E Q T P L
601 ACTGCCTCCACGTGGATCTTTAATAAAAGAGGCAGGTTTCCTCC’1MGAGTATGAAT
T A L M V A S L T K E A G F P P G V V N
661 ATTGTTCCTGGT TATGGGCC TAAGCAGGCAGCATT TC TTCCCACATGGATATAGAC
I V P G Y G P T A G A A I S S M M D I D
721 ;GTAGCCTTCACAGcATCGAAGAGG’DDGGCAKGTTGATCAAAGAA3CTGCOEGGAAA
K V A F T G S T E V G K L I K E A A G K
781 AGCTCTGAAGAGGGTGACTC’n3GAGCTGGGAGGwGAGCCCTTGcATTGTGTTAoeT
S M L K K V T L E L G G K S P C I V L A
841 GATGCTGACTTGGACA_;TGCTGTTGAAT TTGCACACCATGGG3TGTTCTACCACAGGGC
D A D L D N A V E F A M M G V F Y M Q G
901 CAGTGTTGTATAGCCGCATCCAoeATTT TTGTGGAAGAATCAATTTATGACGAGTTTGTT
Q C C I A A S K I F V E E S I Y D E F V
961 CGk;œAGTGTTGAGCeaDTAA3AGTATATCCTTGGAAATCCTCTCCCCASGA&CT
K R S V E R A K K Y I L G N P L T P G A
1021 ACTCAAGGCCCTCAGATTGACAA3G;CA;TATGATAAAATACTTGACCTCATAGAGT
T Q G P Q I D K E Q Y D K I L D L I E S
1081 GGGAAGAAAGPAGGGGCCAAAC TGGAATGTGGAGGAGGCCCGTGGGGTAAAG3CTAT
G K K E G A K L E C G G G P W G N K G Y
1141 TTTGTCCAGCCCACGGTGTTCTCTAATGTTACAGATGAGATGCGCATTGCCAAASAGGAG
F V Q P T V F S N V T D E M R I A K E E
1201 ATTTTTGGACAGTGCA3CAAA7VATGAA3TTTWTCTTTA3ATGACGTGATCAÂGA
T F G P V Q Q I M K F K S L D D V I K K
1261 œAAGcAATACTTTCTATGGCTTATCG3AGGAGTCTTTACcATGAATTGATAAAGCC
A N N T F Y G L S A G V F T N D I D K A
1321 GTAACCATCTCCTCTGCTCToeA3GcAGACAGTGTGGcTGAATTGCTATGcœTGcTA
V T I S S A L Q A G T V W V N C Y G V V
1351 ACTGCCCAGTGTCCCTTTGGTGTTCAA3ATGTCTGGAAATGGACGAAACTG3GAGAG
T A Q C P F G G F K M S G N G K E L G E
1441 TACGGTTTCCATGkRTADACAGGTCAACAGTCACGGTc-AAA;TCTCTCA3AAC
Y G F M E Y T E V K T V T V K I S Q K N
1501 TCATAA
S *
Fig. 3. Nucleotide and deduced amino acid sequences of the monkey retinal dehydrogenase type 1
(RALDH1) open reading frame, The amino aeids that are different from human aldehyde dehydrogenase
(ALDH) 1 are indieated in bold. Sequence data have been deposited with the GenBank accession number
AF542418.
conesponding to residues 5—16) (28) (kindly supplied by Dr.
James Lipsky, Mayo Clinic Foundation, Rochester, MN) was used
in immunoblot analysis.
Cloning of cDNA
Monkey RALDH1 cDNAwas cloned fromJTCl2 total RNA by
reverse transcflpflon-polymerase ehain reaction (RT-PCR). The
primers from human RALDH1 sequence were used in RT-PCR
(29). The fonvard and reverse primers consist of the BamHI re
striction site and 5’-sequenees (oligos 1—20, atgteatcctcag
gcacgec), and an EcoRI restriction site and the reverse comple
ment of 3’-sequences (oligos 1487—1506, etetcagaagaaetcataa)
,4 respectively. First stmnd cDNA vas synthesized dth 2 ltg of RNA
Ç from JTC12 ceils using M-MLV reverse tmnscriptase (Gibco
BRL) and 3’-primer. This was followed by a PCR that eontained
both 5’- and 3’-primers and Taq polymense using Super Script
system (Gibco BRL). The PCR produet was sepanted on 1% aga
rose gel, and a 1.5-kb hand was isolated on DE 81 paper. The 1.5-
kb PCR product that contained the RALDH open reading frame
was subcloned into die BamHI and EcoRl sites of the pGEX-2T
bacterial expression vector (Pharmacia Biotech). Two clones
originating from independent PCR reactions were sequenced.
Recombinant RALDH expression and purification
The RALDH1 clone in pGEX-2T vector was tmnsformed into
Escherichia coli BL21 (DE3) and expressed with glutathione-S-trans
ferase (GST) fusion protein at the N terminus. fle expressed pro
tein was purifled from cmde hacterial extract with a GST affinity
column followed by excision with thrombin as describcd previ
ously (30). The purity ofthe enzyme was assessed by SDS-PAGE.
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RALDH acdvity assays
Assays for monkey RALDHI activity were canied out essen
tially as described previously for rat kidney RALDHI (31). Ceil ly
sates or tissue extmcts tvere incubated for 60 min at 25°C with an
assay mixture (250 1ii) containing 10 i.M each of ail-trans, 9-ris,
or 13-as retinal (added in 2.5 p.l dimethyl sulfoxide), anti 603
p.M NAD in 100 mM phosphate buffer, pH 7.5, containing
0.02% Tween-80 and 161 mM dithiothreitol. To determine the
kinetic constants of purified recombinant RALDH, varions con
centrations of retinal substrates (1—20 1iM) were incubated with
a fixed amount of enzyme. Immediately after the reactions, the
assay mixture xvas extracted with 400 j.d of butanol-acetonitrile
(1:1, v/v), anti the reaction product was analyzed by HPLC. As
says were performed under yellow light or in minimal light to
minimize the photoisomerization of retinoids.
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Rednoid metabolism byJTCl2 ceils
Cells at least 70% confluent were used in retinoid metabolism
studies. In cytotoxic assays and titration experiments, 2.5 million
ceils in 10 cm rushes were incubated with 1 1iM, 5 1cM, or 10 1i.M
all-trans retinal for 24 h. In later experiments, cells were incu
bated for 3 h with 10 p.M all-trans, 9-cis, or 13-ris retinal. Retinoids
were freshly prepared in ethanol, and their purity was checked
by UV spectrum and HPLC before their addition to the medium.
formalin-fixed celis served for control incubations with reti
noids. After incubations with rednoids, the medium was removed
and the cells were washed twice with cold phosphate-buffered sa
line (PBS). They were then collected from tIse dish by scraping,
and suspended in 0.5 ml PBS. CeIl lysates were prepared by freez
ing and thawing three times. After gently vortexing for a few sec
onds, the samples were centrifuged at 2,000 rpm for 15 min at
liiimoRALDH1 MSSSGTSDLP VLPTDLKIQY TKIFINNEWH DSVSGKKFPV FNPATEEELC
hALDH1 P L
rRALDH1 ---PAQPAV- APLPN----H L VI
xaRALDH1 ---PAQPAV- APLA H N L VI
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Fig. 4. Comparison of amino acid sequences of monkey RALDH1 (moRALDHY) with other ALDH fmily
members. Sequence identity between ALDHs is indicated by dashes. hALDH1, rRALDH1, and mRALDH1
represent human, rat, and mouse RALDHs, respectively. Sequences were obtained from GenBank accession
numbers: hALDH1 NM000689, rRALDH1 L42009, anti mRALDH1 NM 013467.
kDa 1 2 3 4 HPLC analysis
liv
110.0
90.0
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36.2
RA, rerinol, and retinal were separated on a 4.6 X 250 mm
Parnsil 10 p. ODS (irregular shaped, 10% carbon loading from
Phenomenex, Inc., Torrance, CA) with acetonitrile-water (40:60,
v/v) containing 10 mM ammonium acetate as the mobile phase
and at a flow rate of 1.2 ml/min. In this HPLC system, cis-reti
noids are flot separated from each other but are separated from
their respective frans-retinoids. The identity of each cis-retinoid
isomer (9-ds and 13-as) and the formation of retinyl esters were
studied in other HPLC systems descnbed earlier (33, 34). Reti
noids were detected by absorbance at 330 nm on a Shimatzu
LG7A liquid chromatography system. Rednoid peaks were iden
nfied and quanflfied by comparing their retention rimes and in
tegrated areas under the peak against those of known amounts
of pure standard retinoids.
29.0 RESULTS
fig. 5. Expression of monkey RALDH1 in E. cati. Lane 1, molecu
lar weight markers; lane 2, bacterial lysate transfected with the
empty vector; lanes 3 and 4, whole bacterial extracts from BL21
(DE3) ceils transformed with the pGEX-2T-RALDH1 expression
vector and punfied enzyme by giutathion-Speharose followed by
excision with thrombin respectively. Proteins (6 p.g) were loaded
on an SDS-polyacryiamide gel (10%) and visuaiized by 0.05% Coo
massie Brilliant blue.
4°C to remove celi debris, and supernatants were collected. Refi
nal, retinol, and RA were extracted from the ccli isates (250 p.l)
with butanol-acetonitrile (400 pi, 1:1). An aliquotwas direcfly in
jected onto HPLC for the separation and quantification of ren
noids. To detect tise formation of retinyl esters, tise lysates were
extracted twice with 3 mi of petroleum ether. Retinyl esters were
sepamted by alumina coiumn chromatography as descnbed ear
lier (32), and their identities were verified byspectrophotometry
and HPLC (33).
2
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Characterizadon of die RALDH expressed mJTC12 ceils
Northem blot analysis of RNA extracted from JTC12
celis under low-stringency conditions using full-length rat
lddney RALDW cDNA as a probe revealed an abundant
“-‘2.2 kb transcript (Fig. lA). Tise size of tise transcriptwas
slightly higher than that of rat kidney RALDH1 (Fig. lA,
lane 2). However, under high-suingency conditions, the
probe hybridized with rat RALDHI but flot with the tran
script fromJTCl2 cells, suggesting differences in pnmary
sequences between the two mRNAs. Western blot analysis
using anti-rat RALDH1 showed no signal (data not pre
sented), indicafing that the peptide sequence of JTC12
ALDH differs from that of rat RALDH1 between amino
acids 5-46, the epitope recognized by the anflbody. Note,
however, that titis antibody does not recognize human
RALDH1, due to sequence divergence in this epitope. We
next examined whether the JTC12 ALDH transcript hy
bridizes with other cytosolic ALDHs, such as RALDH2 and
RALDH3, which also catalyze retinal oxidation (30, 35). A
cDNA probe corresponding to mouse RALDH2 did flot
B
7 7.5 8 8.5 9 9.5 10 10.5 11
pH
Fig. 6. The pH optimum for ail-ii-ans RA synthesis is similar for native and recombinant monkey RALDH1.
Thirtv-five micrograms and 0.6 p.g respectiveiy of crude extract (A) and pure recombinant proteins (3) were
used in the assay. The reaction was performed with 10 p.M of ail-ii-ans rednal. Each point is the average of
tripiicate values. Square, phosphate buffer 0.1 mM, pH 7—8; circle, Tns-HC1 buffer 0.1 mM, pH 7.5—9.0; trian
gle, bicarbonate buffer 0.1 mM, pH 9—11.
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1vhybridize, and a mouse RALDH3 probe recognized only a
faint doublet around 3 kb (data flot presented), suggest
ing that the main ALDH found inJTCl2 celis is the mon
( key homolog ofthe RALDH1.
To test whether the JTC12 ALDH has activity with reti
nal substrates, we performed retinal dehydrogenase assays
in crude cdl extracts, using initially all-tranj retinal as sub
strate. Similar to rat lddney extmcts, the JTC12 celi cx-
tracts showed high NAD-dependent RA-synthesizing activ
ity (fig. lB). The ability ofJTC12 celi extracts to catalyze
the oxidation of alI-trnns, 9-ds, and 13-as retinal was exam
ined to compare the substrate selectivity of the RALDH
expressed in these ceils with those reported for human,
mouse, or rat RALDH1. While ail three enzymes catalyze
oxidation of ail-h-ans and 9-ds retinal, they differ in their
properties with 13-as retinal, which is a substrate only for
human RALDH1. The rates of RA production using
JTC12 ceil extracts were linear to protein concentrations
up to 75 ig. The R4IDH present in these extracts had
high activity with 9-eu retinal, and slightly lower activity
with ail-li-ans and 13-as reunal (Fig. 2). Thus, the substrate
selectivity of theJTC12 RALDH with 13-cis retinal is doser
to that of the human enzyme than to those of the rodent
enzymes.
Together, the resuits of the Northern7Westem experi
ments and of the enzymafic assays suggest that the
RALDH expressed iriJTCl2 ceils is most closely related to
human RALDH1 (19, 36).
Kinetic properties of the recombinantJTCl2 RALDH
Since the initiai characterization of theJTCl2 RALDH
indicated high similarity with human RALUH1, we used
5’-and 3’-primers derived from human ALDH1 in a RT
PCR assay to clone the cDNA corresponding to the mon
key enzyme. 11e cDNA obtained encoded a deduced pro
trin of 500 amino acids (Fig. 3) with closest amino acid
identity with human ALDHI (98.6%) (29). Monkey
RALDH1 also shared 85.6% and 86.2% amino acid iden
tity with rat and mouse RALDHI, respectively (fig. 4).
Note that 9 amino acids out of 12 differ between monkey
RALDH1 and rat RALDHI in the N-terminai epitope rec
ognized by the antibody used in Western blotting, explain
ing its lack of cross-reactivity withJTCl2 extracts.
To investigate whether the cloned cDNA expresses a
protein with enzymatic properties for retinal oxidation
similar to those observed with crude extracts, we ex
pressed k in an E. coti system. The purified recombinant
enzyme showed an expected molecular mass of 55 kEa
(Fig. 5). The pH optimum of the expressed enzyme for
ail-li-ans retinal oxidation was fine (fig. 6B), similar to the
pH optimum of the enzyme characterized in crude cx-
tracts (fig. 6A). Next, we tested the activity of recombi
nain RALDH for retinal isomer substrates. Similarly to the
activity obser ed in crude celi extracts (Fig. 2), the E. cou
expressed enzyme also catalyzed oxidation of the three
retinal isomer substrates to the respective RAs (data flot
y presented).
To test whether the kinetic properties of recombinant
JTC12 RALDH for retinal substrates are similar to those of
fig. 7. Saturation kinetics of recombinant monkey RALDH1 for
retinal isomers. Assays were performed with 0.4 p.g of recombinant
protein. Circle, 9-ds square, a1l-tran and triangle, 13-as retinal.
Each point in die curves represents the average of three replicates.
human ALDHI (36), we assessed ils saturation kinetics
with ail-li-ans, 9-czs, and 13-eu retinal. The recombinant en
zyme exhibited the highest activity for 9-cis retinal fol
lowed by all-trans and 13-eu retinal oxidation (Fig. 7). Thc
IÇ for 13-ds retinal was 2-fold lower than for ail-ii-ans reti
nal. However, no significant difference was obscrved in
the catalytic efficiency (V,,JK,) of l3-as and ail-h-ans ret
mal conversion to the respective RAs (Table 1). On tise
oùier hand, 9-as retinal showed ‘—‘2-fold higher catalytic
efficiency when compared with all-trans retinal oxidation.
Overail, tise kinetic properties were similar to those of pu
rificd human ALDH1 (36).
Metabolism of retinal isomers byJTCl2 ceils
The presence of trace amounts of retinai, tise interme
diate in the synthesis of RA from retinol, has been demon
stratcd in tissues (37). However, little is known about
whether stereochemical integrity is maintained in ceils
during RA metabolism. SinceJTCl2 cells express high lev
els of an RALDH that is capable ofoxidizing ail-h-ans, 9-as,
and 13-cis retinai, metabolic studies performed with these
cells should provide valuable information as to the possi
bility of intracellular conversion between retinai isomers.
In initiai experiments, JTC12 cells were incubated for
24 h with various concentrations of all-trans retinai (1—10
1.i.M) to assess the sensitivity of tise HPLC assay for detec
tion of RA produced, and tise potential toxicity of the reti
nal substrate. Cdl viability was examined by trypan blue
Retinal isomers K,,
LM ?z?not/rnin/mg
Ml-traits 3.21 14.08 4.49
9-ris 2.63 24.15 9.19
13-cis ].51 9.35 6.22
t
o.
E
t
E
E
t
t
z
t
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X
o 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Retinoid (jiM)
TABLE 1. Substmte specificities of recombinant RALDH ofJTCl2
celis for retinal isomers
cDNA for RALDH was isolated from JTC12 celis and expressed in
E. coli. The recombinant protein was purified as descnbed in Matenals
and Methods. The kinetic constants represent die average of two or
more independent determinations where each point in the curve of
each expenment is the avemge of three replicates.
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Fig. 8. Levels of RA synthesized inJICl2 ceils incubated with various concentrations ofall-transretinal. Ml
trans retinal vas added to the culture medium in 5 pi (0.1% final concentration in medium) ethanol andin
cubated for 24 h. RA was extracted from the ceils and analyzed by high-pressure liquid chromatography
(HPLC) as described in Materials and Methods.
lvi
exclusion and indicated that the retinal concentrations
used were flot toxic. Since a dose—dependent increase in
RA levels was observed in this range of concentrations
(fig. 8), more detailed metabolic swdies were then per
formed inJTCl2 ceils using 10 .M ofretinal isomers. The
purity of all-trans, 9-ds, and 13-cis retinal substrates before
incubation was found to be greater than 99% by HPLC
analysis (Fig. 9A, B, C, respectively). Ail retinoid-contain
ing solutions were prepared in the dark just before incu
bation. The typical HPLC profiles of the lipid extracts
from ceils incubated with all-trans, 9-cis, or 13-as retinal
for 3 h are presented in Fig. 9D, E, and F, respecfively. The
ceils took up all-trans retinal from the medium and con
verted it into either all-trans retinol or all-trans RA (Fig.
9D, peab 2 and 4), while no cis isomers of retinol or RA
were detected. Interestingly, we did flot detect retinal in
ceil extracts, indicative of its complete metabolism. Simi
larly, 3 h of incubation with 9-cis retinal resulted in the for
mation of9-cis RA by the ceils (Fig. 9E, peak Ï), and nei
ther all-trans RA nor all-trans retinal were produced. Note
that 9-cis retinol was flot detected either. In parallel exper
iments, celis pre-treated with formaldehyde for 1 min
(dead ceils) did flot produce any metabolites of ail-trans
or 9-cis retinal, indicating that metabolites were formed in
the ceils. On the other hand, the metabolic profile of 13-
ds retinal showed formation of all-trans RA, all-trans reti
nol, and all-trans retinal with no 13-as RA or 13-cis retinol
(Fig. 9F), while trace amounts of 13-cis retinai were still
present in the ceils (Fig. 9F, peak 7). Since mainly all-trans
retinoid metabolites were present in cells incubated with
13-as retinal, one possibility is that most of the 13-cis reti
nal might have been isomenzed nonspecificaily in the me
(\ dium to all-trans retinal, and that alI-trans retinal might
have been preferentially taken up by the celis and metabo
iized to the respective RA or retinol. To explore this possi
biiity, we incubated formalin-fixed ceils with 13-cis retinal
and analyzed the retsnoids extracted from the medium.
Indeed, more than 45% of 13-cis retinal was isomerized to
aIl-trans retinal in the medium at 3 h of incubation (data
flot shown). At present, we have flot succeeded in keeping
the integrity of the stenc configuration of 13-as retinal in
the incubation medium, thus preventing assessment of the
metabolism of 13-cis retinal inJTC12.
Although the presence of retinyl esters was flot rou
tinely examined because of die need to use relatively te
dious chromatographic systems to separate and quantify
the isomers of retinyl esters, alumina chromatography
and HPLC analysis demonstrated the presence of retinyl
esters in celis incubated with ail three retinal isomers
(data not shown), indicating thatJTCl2 celis express reti
nyl esterases and store reunol in the form of refinyl esters.
The leveis of ali-trans or 9-as RA or retinol formed in
ceils incubated for 3 h with all-trans or 9-as retinal, respec
tively, is illustrated in Fig. 10. At 3 h of incubation, the cel
lular levels of 9-cis RA were 5-fold higher than of ail-trans
RA, while all-trans retinol accumulated more than 9-cis ret
mol over the same Lime period. This higher efficiency in
the conversion of 9-cis retinal to RA than of the a11-trans
isomer is consistent with the in vitro properties of die
monkey RALDH1.
DISCUSSION
Although a wealth of information is available on the
role of retinoid receptors in retinoid signaling, less is
known about die metabolic pathways invoived in the bio
synthesis of RA isomers in target tissues. To analyze die
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Fig. 9. Representative HPLC chromatograms of standard retinal isomers f upper panel) and their metabolites generated in JIC1 2 ceils
(lower panel). Arrows 5, 6, and 7 indicate the elution positions as well as the purity of the all-trans (A), 9-cis (B), and 13-es f C) retinal stan
dards that were used in the metabo]ic studies. D—F: Represent the metabolic profiles of cells incubated with alI-trans, 9-cis, and 13-dsretinal for
3h, respectively. Arrow 1 represents the elution position of9-cisand 13-dsRA 2, all-trans RA 3, 9-cisand 13-ris rennol; and 4, all-t-ansrennol.
biosynthetic pathways of retinoid isomers in an intact ceil
system, we characterized the RA synthetic enzyme ex
pressed in a kidney-derived ceil une, JTC12. The expres
sion levels and activity for the three retinal isomers of the
RALDH enzyme expressed in JTC12 ceils suggested that
JTC12 is a good model to explore the biosynthesis of RA
isomers in a cellular environment.
We have previously reported the kinetic properties of
several RALDHs for retinal isomer substrates (19, 30, 36),
and characterized the amino acid regions that are impor
tant for all-trans and 9-cis retinal oxidaflon (38). The ob
servation that theJTCl2 RALDH activity catalyzed the oxi
dation of the three retinal isomer substrates (Fig. 2), and
the lack of hybridization with a probe for RALDH2, which
also oxidizes the three retinal isomers (30), indicated that
this activity is most similar to human ALDH1 (36). This
homology was confirmed by sequencing of the cloned
cDNA (Fig. 3), and the properties of the recombinant en
zyme, such as molecular mass (fig. 5), pH optimum (Fig.
Q 6), and kinetic constants (Fig. 7, Table 1), were found to5e very similar to those of human ALDHI (36). Furthermore, the transcnpt (‘2.2 kb) that hybridized with rat
kidney RALDH1 cDNA at low stringency (fig. 1) hybrid
ized strongly with the cloned cDNA under high-stringency
conditions (data not shown), confirming that the cloned
monkey RALDH1 is indeed the retinal dehydrogenase ex
pressed to high levels inJTCl2 ceils.
One aspect of rednoid signaling that is flot yet clear is
the metabolic route of all-trans, 9-os, and 13-ris RA forma
tion in vivo. It is generally accepted that all-trans retinol is
the main precursor reflnoid for the formation of RAs in
vivo (39). Note in addition that, while it is generally be
lieved that all-trans and 13-ris RA are naturally occumng
retinoid forms (17, 38), the occurrence of 9-ris RA in us
sues and celis is stiui disputed (8, 40—43). However, the ex
istence of 9-os and 13-ris retinol has been documented
(19, 39). Sevemi enzymes involved in the first oxidation
step of the RA biosynthetic pathway have been shown to
catalyze the oxidation of all-frans, 9-cis, and 13-cis retinol
to the respective retinals (9, 10, 44). In the second step of
RA synthesis, retinal is oxidized by at least three types of
NAD-dependent RALDHs differing in tissue expression
and catalytic efficiencies for retinal isomers (9). Enzy
matic assays have clearly demonstrated that the retinoids
A
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fig. 10. Biosynthesis of RA and retinol from retinal precursors in
JTCI2 cells.JTC12 ceils were grown in medium supplemented with
10 p.M alI-trans or 9-cn retinal for 3 h. RA (A) or retinol (B) metab
olites were measured by HPLC. The resuits represent the mean
value of triplicate experiments.
maintain their steric configuration during the oxidation
process of retinol to RA in vitro using either pure or re
combinant enzymes (19, 30, 39). However, the metabo
lism of retinoids within tissues and celis is complex. Ret
mol taken up by the celis undergoes various metabolic
transformations that include esterification to retinyl es-
ters, activation to RA, and conjugation to glucuronic acid
(9, 10, 45). Since JTC12 ceils constitutively express high
levels of an RALDH acfivity that catalyzes oxidation of ail
three retinal isomers into the corresponding RA isomers
in vitro, we wanted to charactenze the metabolites formed
from each isoform of retinal and to assess whether isomer
ization cais occur in liveJTCl2 ceils.
HPLC analysis of ceil extracts incubated with retinal iso
mers showed a dose-dependent production of RA pro
duced inJTCl2 ceils (Fig. 8). Mthough reunal can form
SchiWs bases with groups of proteins and amino acids
(46), no cytotoxicity was observed at tise concentrations
used. In addition to oxidation to RA. ail-h-ans retinal was
also reduced to retinol (fig. 9, peak 4) and subsequently
estenfied (data flot included), suggesting the presence of
retinol reductase and esterase in JTC1 2 cells. Since the
first metabolic conversion of retinol to RA is a reversible
reaction, the reductase may well represent a retinol dehy
drogenase (10). Several investigators have reported that
reduction to retinol and subsequent esterification to reti
nyl esters are tise main metabolic products of adminis
tered retinal isomers in ceils and tissues (39, 47). How
ever, no retinol was detected alter a 3 h incubation penod
with 9-as retinal, while high levels of 9-as RA were pro
duced compared with all-trans RA (Fig. 1 OA), consistent
with die substrate selectivity observed with recombinant
RALDH1 in vitro (Fig. 7, Table 1). It is interesting that
neither all-trans nor 9-cis retinal was detectable in die ceils
(Fig. 9D, E), indicating rapid exhaustion of die sik)Hate
by oxidative and reductive enzymes.
In vivo, retinal is formed either from die oxidation of
retinol or cleavage of 3-carotene. However, die bulk ofret
mal generated from 3-carotene is converted to retinol and
then to retinyl esters, which are stored in peripheral tar
get celis, or in die case of intestinal uptake, are tians
ported by chylomicrons to die liver and subsequenùy
stored in stellate celis (48). The rates of cleavage of 9-cis
and 13-cis (3-carotene are siower than that of the all-trans
isomer (49). This may affect die fates of conversion of ret
mal isomers, formed from carotenoid precursors, to ei
tiser retinol or RA. In addition, tise expression levels and
die substrate specificities of RALDHs and reductases may
influence die metabolism of retinal isomers. Our expen
ments on retinal metabolism by JTC12 ceils support the
notion that die syndiesis of eidier RA or retinol from reti
nal depends on die relative activities and specificities of
RALDHs and retinal reductases for retinal substrates.
Since retinal does flot exist in free form in die celis, it is
likely that retinal taken up by tise celis is metabolized rap
idly either to RA or retinol.
A recent smdy demonstrated that all-trans RA is a major
metabolite of 13-cis retinal in pregnant rats supplemented
with 13-ris retinal (47). We also observed production of
ail-h-ans metabolites in JTC12 celis incubated widi 13-cis
retinal, but this isomerization could be attributed to die
significasit conversion of 13-ris retinal to ail-h-ans retinal in
culture media (Fig. 9F). To examine whether 13-ris retinal
maintains its steric configuration during metabolic con
version in the celis requires mediods to stabilize it during
incubation. Neverdieless, this problem was flot encoun
tered widi all-trans or 9-ris retinal, which were converted
to their respective metabolites without detectable isomer
izadon by live JTC12 celis (Fig. 9). Several studies have
shown that isomerization of die h-ans and ris isomers of ex
temally provided RAs varies between 2% and 15% of total
RA in tissues, ceils, and microsomal extracts (11—15).
Note that die detection limit ofRAs in our HPLC systems
is 1 pmol, which represents about 7.5% of die ail-traits RA
and 1.5% of die 9-ris RA produced in an assay ofJTCl2
cell extracts alter in vivo incubation (fig. IOA). Thus, if
conversion of 9-ris to ail-h-ans RA takes place in JTC12
ceils, it occurs widi very low efficiency. These observations
are consistent with die findings of Sais et ai. (47) and
Kraft et al. (50), who reported diat ail-h-ans and 9-cis RA
are the predominant in vivo metabolites of administered
all-trans and 9-ris retinai, respectively. Furdiermore, Liu et
al. (51) demonstrated diat paradiyroid cells do flot con-
vert ail-h-ans RA to 9-ris RA, but synthesize 9-as RA from
ail-h-ans retinol. Taken togedier, these observations sug
gest that RA isomers are generated in target celis from dif
ferent precursor retinoids radier than by isomeric ex
change. Future studies directed toward die generadon
and use of selective retinai isomer-oxidizing enzymes (38)
in in vitro transfection protocols as well as in an in vivo
expressing transgenic mouse system should provide greater
insights into the formation and metabolic conversion of
RAs.
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Résumé
Les rétinoïdes jouent des rôles importants dans la différenciation cellulaire et
l’apoptose, notamment dans les tissus épithéliaux. L’emploi d’acide
rétinoïque (AR) dans le traitement de la leucémie promyélocytique aiguè
(APL) a fourni la première démonstration de succès d’une thérapie anti
cancéreuse par un rétinoïde. Depuis, des traitements à base de rétinoïdes se
sont révélés être d’une efficacité variable selon le type de cancer. Les voies
métaboliques de synthèse et d’inactivation de l’AR sont affectées lors de la
tumorigénèse et du traitement par les rétinoïdes. Une meilleure
compréhension de la modulation de l’expression ou de l’activité de ces
enzymes pourrait permettre d’optimiser l’utilisation des rétinoïdes dans le
traitement de différents types de cancers.
Rctinoids play important roles in cd differentiation and apoptosis, notably
in epithelial tissues. Their utility in cancer therapy has been demonstrated in
specific cancer types. Use of refinoic acid (RA) in treatment of acute
promyelocytic leukemia was the first successful example of retinoid-based
differentiation therapy. RA has since been evaluated for treatment of other
cancers, revealing variable effectiveness. The observation that expression of
enzymes involved in RA biosynthesis is suppressed durmg tumorigenesis
suggests that intra-tumor depletion in RA levels may contribute to tumor
development and argues for the use of retinoids in cancer treatment.
However, the induction of RA-inactivating enzymes is one of the mechanisms
that may limit the efficacy of retinoid therapy and contnbute to acquired
resistance to RA treatment, suggesting that retinoic acid metabolism
blocking agents may be effective agents in differentiation therapy.
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Rôle de l’acide rétinoïque dans la différenciation cellulaire et le cancer.
L’acide rétinoïque (AR), qui est synthétisé dans les tissus par deux étapes
successives d’oxydation à partir du rétinol (vitamine A) provenant de
l’alimentation, est la principale forme active de rétinoïde avec le rétinal 11 -cis,
qui participe au cycle visuel. Deux isomères de l’AR, les formes tout-frans et 9-
cis (Fig. 1), sont des ligands de deux familles distinctes de récepteurs nucléaires,
les RAR, qui interagissent avec les deux formes d’AR, et les RXR, qui s’associent
spécifiquement à l’AR 9-cis (Fig. 1). Il est à noter cependant que l’existence de
l’AR 9-cis in vivo reste controversée [1]. Un autre isomère naturel, l’AR 1 3-cis,
ne lie pas ces récepteurs directement mais après isomérisation en AR tout-trans
[2]. Les récepteurs de l’AR agissent comme facteurs de transcription, s’associant
sous forme d’homodimères de RXR ou d’hétérodimères RAR-RXR à des
séquences spécifiques d’ADN. Ces séquences sont composées de motifs répétés
séparés par 1, 2, ou 5 paires de bases (Fig. 1). La complexité combinatoire des
hétérodimères provenant de l’existence de plusieurs formes de RAR et de RXR
(trois gènes a, f3 et ‘y, et plusieurs isoformes pour chaque gène) assure une
régulation transcriptionnelle complexe des gènes cibles par l’AR (Fig. 1 et [3, 4,
1]). De plus, les RXR peuvent également former des hétérodimères avec d’autres
récepteurs nucléaires, dont. certains (PPARs, fXR, LXR, Nurri) sont permissifs
pour une réponse transcriptionnelle à l’AR 9-cis [5]. La réponse d’un tissu à l’AR
est gouvernée en partie par les profils d’expression des différents types de
récepteurs [3, 4], mais aussi par ceux des enzymes impliquées dans le
métabolisme de l’AR.
Le rôle important des rétinoïdes dans la différenciation cellulaire et le
cancer a été démontré par les effets d’une carence ou d’un excès de rétinoïdes
dans la diète, ainsi que par des altérations expérimentales ou pathologiques de
l’expression des récepteurs. La déficience en vitamine A comme la délétion
combinée de deux ou trois RAR provoquent de graves anomalies du
développement chez la souris, avec des malformations craniofaciales, rénales et
squelettiques, démontrant le rôle important de ces récepteurs dans la médiation de
lxiv
(N l’action de I’AR en tant qu’agent de différenciation [3, 4J. Chez l’adulte, la
déficience en vitamine A a été associée à une incidence accrue de cancers et à une
plus grande sensibilité aux carcinogènes chimiques, tandis que des rétinoïdes
naturels ou synthétiques inhibent la tumorigenèse induite par des carcinogènes au
niveau de différents tissus [6-9]. Enfm, la diminution de l’expression du récepteur
RAR-t32 par l’expression de transgènes antisens a pour conséquence le
développement de tumeurs pulmonaires chez la souris [10].
Divers rétinoïdes sont utilisés en clinique dans des approches de
chimioprévention pour des patients porteurs de lésions pré-malignes telles la
kératinose actinique, leukoplalde ou dysplasie cervicale, ou après le traitement de
tumeurs primaires dans le cancer de la peau, des voies orales, du poumon ou du
sein [7-9]. L’AR tout-trans et 1 3-cis sont actuellement utilisés pour le traitement
de la leucémie promyélocytique aiguê (APL), du cancer de la prostate et du
neuroblastome [8, 9, 2]. L’APL implique des transiocations chromosomiques
caractéristiques affectant RARa (le plus fréquemment avec le gène PML, mais
aussi avec PLZF, NPM, NuMa, STAT55 [11]). L’administration d’AR tout-trans
permet la différenciation des promyélocytes contenant la fusion PML/RARcL et
induit des rémissions complètes mais transitoires. L’AR 13-cis présente des
propriétés pharmacocinétiques plus favorables que l’AR tout-trans, avec des
concentrations plasmatiques plus élevées et une demi-vie plus longue, et pourrait
donc être plus efficace dans le traitement de tumeurs, particulièrement lorsque
administré de manière intermittente afm de minimiser l’induction d’enzymes
d’inactivation [2]. Les “rexinoides” ou ligands sélectifs pour les RXR (par
exemple le bexarotene, qui a démontré des résultats encourageants pour le
traitement du cancer du poumon en combinaison avec la chimiothérapie) agiraient
par contre en modulant les voies de signalisation d’autres récepteurs nucléaires
par l’intermédiaire d’héterodimères impliquant les RXR [4, 8, 9, 12].
L’utilisation de rétinoïdes en clinique est cependant limitée par le
développement d’une résistance intrinsèque lors de la carcinogenèse dans les
tumeurs solides et d’une résistance acquise lors du traitement de l’APL par l’AR
tout-trans. Des mutations dominantes négatives surviennent dans la fusion
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PML/RAR [6, 9]. Une inactivation épigénétique des RAR (RÀRI3 en particulier) a
également été mise en évidence dans de nombreuses tumeurs solides, et peut être
abolie par traitement aux inhibiteurs de méthylafion de l’ADN [9]. De plus,
plusieurs mécanismes peuvent contribuer à une résistance aux rétinoïdes en
limitant les concentrations d’AR intracellulaire, incluant un rôle possible mais
controversé de la protéine de résistance aux drogues multiples, et l’induction de
l’expression d’enzymes d’inactivation de 1’AR [7-9J. La résistance à l’AR
pourrait donc être combattue par l’utilisation d’inhibiteurs du métabolisme de
l’AR ou de rétinoïdes synthétiques non soumis à ces processus d’inactivation.
Synthèse et dégradation de l’acide rétinoïque:
Le rétinol est le rétinoïde majoritaire dans le sang, provenant de la
conversion du f3-carotène et des rétinyl esters alimentaires dans. l’intestin etlou des
rétinyl esters stockés dans le foie. L’AR est présent en beaucoup plus faibles
concentrations dans le plasma, et est synthétisé dans les tissus possédant le
système enzymatique approprié. L’oxydation du rétinol en AR est un processus
enzymatique en deux étapes dont le rétinal est le métabolite intermédiaire, la
première oxydation étant réversible et la deuxième irréversible. La synthèse de
l’AR implique plusieurs déshydrogénases appartenant à 4 familles distinctes,
soient les alcool déshydrogénases (ADH), les déshydrogénases/réductases à
chaînes courtes (SDR), les aldéhyde déshydrogénases (ALDH), ainsi que les
enzymes de la famille des cytochromes P450 (Fig. 2) [1, 13]. Certaines de ces
enzymes montrent une sélectivité envers les isomères du rétinol et/ou rétinal
(Table 1). L’importance des ADH et des ALDH dans la synthèse de l’AR lors de
l’embryogenèse et chez l’adulte est illustrée par leurs domaines d’expression et
par les phénotypes résultant de l’inactivation génique chez la souris. ADH3 est
exprimée de manière ubiquitaire lors de l’embryogenèse, assurant une conversion
du rétinol en rétinal dans la plupart des tissus. RALDH2 est principalement
responsable de la conversion histo-spécifique du rétinal en AR dans le mésoderme
embryonnaire, la suppression ciblée de RALDH2 chez la souris provoquant une
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mort embryonnaire précoce [13J. Chez l’adulte, les ADH de classe I et W ainsi
que RALDH1/4 sont exprimées dans les épithélia qui dépendent de l’AR pour
leur différenciation normale [13]. Le rôle exact dans la biosynthèse de l’AR des
membres de la famille des SDR et des P450, ainsi que d’autres enzymes telles
l’aldéhyde oxydase et la xanthine oxydase, nécessite par contre plus de données
sur leurs domaines d’expression et leur spécificité de substrat in vivo. Certaines
des enzymes SDR ont en effet une activité supérieure avec d’autres substrats, tels
les stéroïdes ou prostanoïdes, ou participent à la synthèse de 11 -cis rétinal pour le
cycle visuel [1, 13].
Les AR tout-trans, 9-cis et 13 -cis sont convertis en dérivés inactifs, la
première étape étant une conversion en 4-hydroxy- et 18-hydroxy-AR (Fig. 2). La
conversion en 4-hydroxy-AR dépend de l’action d’enzymes P450, dont les plus
spécifiques et efficaces sont les CYP26A1/B1/C1, qui ont comme substrat 1’AR
tout-trans, CYP26C1 métabolisant également l’AR 9-cis [7, 2J (Table 1).
L’ablation génétique de CYP26A1 et de CYP26B1 révèle des anomalies de
développement ressemblant fortement aux effets tératogènes de l’AR tout-frans
[14, 15], Chez les mutants CYP26A1 nuls, la suppression hétérozygote de
RALDH2 ou l’ablation de RARy corrige le phénotype d’excès d’AR et prolonge
la survie embryonnaire [16, 17], suggérant que le rôle clé de CYP26A1 est de
maintenir des régions de l’embryon dans un état dépourvu d’AR. L’expression de
CYP26AI est inductible par l’AR dans le foie et plusieurs tissus extra-hépatiques,
résultant en une boucle de rétroaction négative sur les niveaux d’AR tout-trans
[7]. D’autres enzymes à cytochrome P450 pourraient inactiver les formes tout
trans, 9-cis ou 13-cis, mais ont des valeurs de Km beaucoup plus élevées [1, 2].
Deux familles de protéines cytoplasmiques, les ceÏÏuïar retinoÏ-binding
proteins (CRBP I, II et ifi) et les RA-bindingproteins (CRABP I et II) pourraient
aussi participer au métabolisme de la vitamine A [3, 4, 1, 18, 2]. CRBPI n’est pas
nécessaire au développement normal et à la survie pour autant que la diète ne soit
pas carencée en vitamine A, mais joue un rôle important dans l’accumulation des
rétinyl esters dans le foie [19]. CRABPI a été impliquée dans le catabolisme de
Ï’AR et CRABPII dans la présentation de l’AR aux RAR, cependant l’inactivation
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génique de CRABPI et II chez la souris ne semble pas affecter la signalisation par
l’AR de façon marquée [201.
Séquestration et mactivation de l’AR lors du traitement anticancéreux:
L’AR induit l’expression de CRABPII dans les cellules hématopoïétiques
normales et leucémiques; il a été proposé que CRABPII pourrait séquestrer l’AR
tout-frans et ainsi contribuer à une résistance au traitement. Cependant, les
données sur une corrélation entre l’expression accrue de CRABPII et la
récurrence de l’APL sont contradictoires, et d’un autre côté un rôle de
coactivateur des RARs a été proposé pour CRABPII [9, 2]. D’un autre côté,
l’induction de l’expression de CYP26A1 par l’AR, susceptible de diminuer les
concentrations d’AR dans les cellules leucémiques et/ou dans le sang, pourrait
contribuer à limiter la sensibilité aux traitements par l’AR [6, 7, 9].
Une stratégie alternative à la thérapie par l’AR tout-frans exogène est
d’augmenter le taux d’AR circulant et/ou dans les tumeurs en inhibant les
enzymes responsables de son inactivation par des retinoic acid metabolïsm
blocking agents (RAMBA) [6]. In vivo, le traitement avec le RAMBA le plus
étudié, le liarozole fiimarate (LIA), qui augmente le taux d’AR dans le plasma et
dans les tissus, a généré des résultats prometteurs dans le traitement des cancers
avancés du sein et de la prostate [7, 2]. Toutefois, le LIA inhibe plusieurs
enzymes P450, incluant l’aromatase, responsable de la biosyirthèse des
oestrogènes, et la 25-hydroxyvitamine D-24-hydroxylase, responsable de
l’inactivation de la l,25-(OH)2D3, ce qui pourrait contribuer à ses propriétés
anticancéreuses in vivo. De nouveaux RAMBA récemment développés, tels le
RI 15$66 [21] ou le R116010 [22] démontrent une plus grande efficacité et
spécificité dans l’inhibition des CYP26. D’autre part, l’utilisation de rétinoïdes
résistants au catabolisme, mais conservant une affmité élevée pour les récepteurs,
pourrait aussi permettre d’augmenter l’efficacité du traitement anti-cancéreux.
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Déficience de l’absorption du rétinol et de la biosynthèse d’AR lors de la
tumorigenèse:
De plus en plus de travaux démontrent une altération de l’absorption des
rétinoïdes et de la biosynthèse de 1’AR au niveau de la tumeur elle-même. Il a été
observé que la concentration en AR tout-trans est plus faible dans certains tissus
cancéreux que dans les tissus normaux correspondants, comme par exemple dans
le cas du cancer de la prostate [6]. Une diminution de l’absorption de rétinol et de
l’activité rétinal oxydase a été observée dans un modèle de carcinome mammaire
induit par la N-methyl-N-nitroso-urée chez le rat, par rapport aux tissus sains [23J.
Une autre étude a observé une diminution de la production de rétinyl esters et de
la synthèse d’AR dans deux lignées de cancer du sein humaines [24J. Une
inactivation épigénétique de CRBPI est observée dans plusieurs cancers, dont le
cancer du sein, et la réexpression de cette protéine dans des cellules mammaires
immortalisées supprime la tumorigenèse in vivo [25]. Une capacité fortement
réduite de synthétiser l’AR a été observée dans plusieurs lignées humaines de
carcinome mammaire même en présence de liarozole, démontrant que
l’inactivation de Y’AR par les enzymes P450 n’est pas responsable de la faible
synthèse d’AR [261. Les cellules humaines MCF-7 de cancer du sein transfectées
avec l’ADNc de cRDH (RDH5) retrouvent la capacité d’absorber rapidement et
d’oxyder le rétinol 9-cis en rétinal 9-cis, mais pas en AR 9-cis [27]. En effet, les
cellules MCf7 n’expriment pas la RALDH3 trouvée dans les cellules épithéliales
mammaires normales [28].
D’autres déficiences dans les voies de biosynthèse de l’AR ont été
observées dans divers types de cancer. L’expression de RALDH2 est
fréquemment réduite dans les tumeurs de la prostate, correspondant à une durée
de rémission plus courte; le traitement par un inhibiteur de la méthylation de
l’ADN permet de restaurer l’expression de ce gène dans la lignée cellulaire
DU145 [29]. Dans les tumeurs du poumon l’expression de RALDII1 est réduite
d’un facteur 10 environ [30]. Dans les adénomes et carcinomes du colon, une
réduction de l’expression de deux gènes impliqués dans la biosynthèse de PAR,
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RDH5 et RDHL (DHRS9) a été observée par rapport aux tissus normaux. La
conversion du rétinol en AR était aussi plus faible dans 7 lignées de carcinome du
colon en comparaison avec des cellules normales [31J. Enfin, l’expression de la
RoDH-4 est nettement réduite dans les tumeurs de l’endomètre [32] et le gène
humain retSDRl est fréquemment perdu dans des cellules NE portant une
amplification de MYCN [33]. Dans l’ensemble, ces observations suggèrent donc
qu’une altération de l’expression d’enzymes essentielles à la biosynthêse d’AR in
situ peut être associée au développement de plusieurs types de cancer. Les
mécanismes de ces altérations restent à explorer, et pourraient impliquer une
inactivation épigénétique des gènes correspondants ou de facteurs
transcriptionnels contrôlant leur expression, dont potentiellement dans certains
cas les RAR eux-mêmes.
Conclusions: L’inactivation métabolique inductible des rétinoïdes pourrait
limiter l’utilisation thérapeutique de composés substrats de cette voie
métabolique, conduisant au développement d’agents bloqueurs du métabolisme de
l’AR. Cependant, la réduction de la production d’AR observée dans certains types
de cancers pourrait limiter l’efficacité de ces composés et indiquer l’importance
de tester ces inhibiteurs en combinaison avec l’administration d’AR plutôt qu’en
thérapie simple, ou de développer des rétinoïdes résistants à l’inactivation
métabolique. finalement, quelle que soit l’approche retenue, la toxicité associée
au traitement par les rétinoïdes reste un problème à résoudre.
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